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1 .一 种 生物 打印 的 可 选择 性 渗透 的 组 织 纤 维 , 其 包括 :实心 心 ;围绕 所 述 实心 心 的 至 少 
一 个 环 带 层 ,所 述 至 少 一 个 环 带 层 包 含 包 埋 在 可 交 联 的 生物 相 容 性 材料 中 的 至 少 一 种 生物 
材料 ;和 国 绕 所 述 至 少 一 个 环 市 层 的 至 少 一 个 外 壳 层 。 

2. 根 据 权 利 要求 1 所 述 的 生物 打印 的 可 选择 性 活 透 的 组 织 纤 维 ,其 中 所 述 实心 心 被 增 
强 ; 优 选 地 其 中 所 述 实心 心包 含 不 可 生物 降解 的 材料 。 

3. 根 据 权 利 要 求 1 所 述 的 生物 打印 的 可 选择 性 渗透 的 组 织 纤 维 ,其 中 所 述 实心 心包 含 
可 交 联 材料 ,并 且 所 述 组 织 纤 维 从 内 向 外 交 联 。 

4. 根 据 权 利 要求 2 所 述 的 生物 打印 的 可 选择 性 渗透 的 组 织 纤 维 , 其 中 所 述 实心 心包 含 
不 可 生物 降解 的 聚合 物 材料 ,所 述 不 可 生物 降解 的 聚合 物 材 料 选 目 包 括 PVA 或 由 其 组 成 的 
组 。 


二 


5. 根 据 权 利 要 求 1 所 述 的 生物 打印 的 可 选择 性 渗透 的 组 织 纤 维 ,其 中 所 述 至 少 一 和 有 
物 材料 包括 生物 相 容 性 材料 中 的 细胞 群 和 /或 细胞 来 源 的 胞 外 尘 泡 群 。 
6. 根 据 权 利 要 求 5 所 述 的 生物 打印 的 可 选择 性 渗透 的 组 织 纤 维 , 其 中 所 述 至 少 一 种 生 
物 材 料 均匀 地 分 散在 整个 所 述 至 少 一 个 环 弟 层 中 ; 优选 地 其 中 所 述 生 物 材料 涪 所 述 纤 维 的 
长 度 被 分 段 /分 隔 。 

7. 根 据 权 利 要 求 1 所 述 的 生物 打印 的 可 选择 性 渗透 的 组 织 纤 维 , 其 中 所 述 生物 相 容 ， 
材料 选 自 深 酸 盐 、 胶 原 和 蛋白-1、 基 底 腊 蛋白、 胶原 蛋白 -4、 胶 原 和 蛋白 -2、 纤 连 和 蛋白 、 玻 和 连 蛋 白 、 
层 粘连 蛋白 、 脱 细胞 化 的 胞 外 基质 、 透 明 质 酸 、PEG、.PEGDA 和 其 他 官能 化 PEG 纤维 蛋白 、 明 
胶 、.GEL-MA、 丝 、 壳 聚 糖 、 纤 维 素 .POEGMA、 自 组 装 肽 和 /或 一 种 或 多 种 选 自由 以 下 项 组 成 的 组 
的 官能 化 澡 酸 盐 : 甲 基 丙 烯 办 酯 化 潍 酸 盐 、 哮 喃 演 酸 盐 、 硫 醉 演 办 盐 、 马 来 栈 亚 胶 溃 酸 盐 四 
哄 沉 酸 盐 、 降 冰片 烯 党 酸 盐 、 酰 肝 演 酸 盐 、.DMAPS-Al1d、DMAPS-Hzd、RGD- 深 酸 盐 、 YIGSR- 深 酸 
盐 、 或 它们 的 组 合 。 

8 .根据 权利 要 求 J 生物 打印 的 可 选择 性 渗透 的 组 织 纤 维 , 其 中 所 述 细 胞 群 包含 : 
来 自选 自由 胰腺 肝脏、 甲状腺、 松 果 体 腺 、 垂 体 腺 、 胸 腺 ` 虽 上 腺 .卵巢 、 轴 丸 组 成 的 组 的 内 
分 泌 腺 和 外 分 泌 腺 的 细胞 , 肠 内 分 泌 细 胞 ,干细胞 ,干细胞 来 源 的 细胞 ,或 工程 化 以 分 泌 治 
疗 剂 的 细胞 。 

9. 根 据 权 利 要 求 5 所 述 的 生物 打印 的 可 选择 性 渗透 的 组 织 纤 维 , 其 中 所 述 细 胞 来 源 的 
胞 外 填 泡 群 包含 外 来 体 。 

10. 根 据 前 述 权利 要 求 中 任 一 项 所 述 的 生物 打印 的 可 选择 性 渗透 的 组 织 纤 维 , 其 中 所 
述 至 少 一 个 外 壳 层 包含 免疫 保护 材料 和 /或 促 血管 生成 材料 。 

11 .根据 权利 要 求 10 所 述 的 生物 打印 的 可 选择 性 渗透 的 组 织 纤 维 , 其 包含 外 部 外 壳 层 
和 内 部 外 壳 层 ,其 中 所 述 外 部 壳 层 由 促 血 管 生成 材料 组 成 ,并 且 其 中 所 述 内 部 外 壳 层 由 免 
疫 保护 材料 组 成 。 
12. 根 据 权 利 要 求 10 或 权利 要 求 11 所 述 的 生物 打印 的 可 选择 性 渗透 的 组 织 纤 维 ,其 中 
所 述 免 疫 保护 材料 选 自 党 酸 盐 、 充 聚 糖 \GEL-MA、PEGDA、PEG、 多 避 PEG 内 燃 酸 酯 、POEGMA、 
基 丙 燃 酸 酯 化 透明 质 酸 \ 令 醇化 透明 质 酸 、PLL、 透 明 质 酸 、 以 及 它们 的 组 合 。 
13. 根 据 权 利 要 求 12 所 述 的 生物 打印 的 可 选择 性 渗透 的 组 织 纤 维 ,其 中 所 述 免 疫 保护 
材料 包含 官能 化 深 酸 盐 。 

14. 根 据 权利 要 求 11-13 中 任 一 项 所 述 的 生物 打印 的 可 选择 性 渗透 的 组 织 纤 维 ,其 中 所 
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述 免疫 保护 材料 包含 或 进一步 包含 丙烯 酸 酯 化 两 性 离子 单 体 (SBMA) 和 PEGDA。 
15. 根 据 权利 要 求 10-14 中 任 一 项 所 述 的 生物 打印 的 可 选择 性 渗透 的 组 织 纤 维 ,其 中 所 
述 促 血 管 生成 材料 包含 纤维 和 蛋白、 胶原 蛋白 、 甲 基 丙 烯 酸 酯 化 胶原 和 蛋白、 明胶 .GEL-MA、 脱 双 
胞 化 的 胞 外 基质 (dECM) 、 聚 甲 基 丙 烯 酸 、RGD- 灌 酸 盐 .YIGSR- 洛 酸 盐 和 透明 质 酸 中 的 一 种 或 
多 种 。 
16. 根 据 任何 前 述 权利 要 求 所 述 的 生物 打印 的 可 选择 性 渗透 的 组 织 纤 维 ,其 中 所 述 纤 
维 的 直径 在 约 2.0mm 至 0.25mm 之 间 ,更 优选 地 在 约 1.5mm 至 0.45mm 之 间 ,并 且 最 优选 地 在 约 
1.1mm 至 0.7mm 之 间 。 
17. 根 据 权 利 要 求 1-16 中 任 一 项 所 述 的 生物 打印 的 可 选择 性 渗透 的 组 织 纤 维 , 其 中 所 
述 忌 的 直径 在 约 1.92mm 至 0.05mm 之 间 ,更 优选 地 在 约 1. lmm 至 0.4lmm 之 间 , 并 且 最 优选 地 在 
约 0.5mm 至 0. 1mm 之 间 。 
18. 根 据 权 利 要 求 1-16 中 任 一 项 所 述 的 生物 打印 的 可 选择 性 渗透 的 组 织 纤 维 , 其 中 所 
述 至 少 一 个 环 带 层 的 厚度 在 约 0.0lmm 至 0.4mm 之 间 ,更 优选 地 在 约 0.025mm 至 0.3mm 之 间 ,并 
且 最 优选 地 在 约 0.05mm 至 0.20mm 之 间 。 
19. 根 据 权 利 要 求 1-16 中 任 一 项 所 述 的 生物 打印 的 可 选择 性 渗透 的 组 织 纤 维 , 其 中 所 
述 至 少 一 个 外 部 壳 层 的 厚度 在 约 0.0lmm 至 0.3mm 之 间 ,更 优选 地 在 约 0.025mm 至 0.2mm 之 间 ， 
并 且 最 优选 地 在 约 0.05mm 至 0.2mm 之 间 。 
20 .一 种 生物 打印 的 可 选择 性 渗透 的 组 织 纤 维 ,其 包括 :实心 芯 , 所 述 实 心 芯 包含 至 少 
种 生物 材料 ,其 中 所 述 生 物 材料 沿 所 述 纤维 的 长 度 被 分 段 /分 阳 ; 和 围绕 所 述 实 心 蕊 的 至 
少 一 个 外 壳 层 ,所 述 外 壳 层 包含 交 联 的 水 凝 胶 材 料 。 
21 .根据 权利 要 求 20 所 述 的 可 选择 性 渗透 的 生物 打印 组 织 纤 维 ,其 中 所 述 至 少 一 和 有 
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22 .根据 权利 要 求 21 所 述 的 生物 打印 的 可 选择 性 渗透 的 组 织 纤 维 ,其 中 所 述 生物 相 容 
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4 2、 名 
有 当 能 化 PEG、 纤 维 蛋白 、 
明胶 、GEL-MA` 丝 、 壳 聚 糖 ` 纤 维 素 .POEGMA、 自 组 装 肽 和 /或 一 种 或 多 种 选 自由 以 下 项 组 成 的 
组 的 官能 化 藻 酸 盐 : 甲 基 丙烯 酸 酯 化 洽 酸 盐 .其 喃 藻 酸 盐 、 硫 醇 藻 酸 盐 、 马 来 酰 亚 腕 藻 酸 盐 、 
四 嗪 藻 酸 盐 、 降 冰片 烯 藻 酸 盐 、 酰 肝 灌 酸 盐 、.DMAPS-Al1d、DMAPS-Hzd、RGD- 藻 酸 盐 、YIGSR- 藻 
酸 盐 或 它们 的 组 合 。 
23 .根据 权利 要 求 20-22 中 任 一 项 所 述 的 生物 打印 的 可 选择 性 渗透 的 组 织 纤维 ,其 中 所 
述 细胞 群 包含 : 来 自选 自由 胰腺 、 肝 脏 . 甲 状 腺 ,甲状 劳 腺 、 松 果 体 腺 、 垂 体 腺 、 胸 腺 、 划 上 腺 、 
卵巢、 鹿 丸 组 成 的 组 的 内 分 小 腺 和 外 分 泌 腺 的 细胞 , 肠 内 分 泌 细胞 ,干细胞 ,干细胞 来 源 的 
细胞 或 工程 化 以 分 泌 治 疗 剂 的 细胞 。 
24. 根 据 权利 要 求 20-22 中 任 一 项 所 述 的 生物 打印 的 可 选择 性 渗透 的 组 织 纤 维 ,其 中 所 
述 细胞 群 包含 外 来 体 。 
25. 根 据 权利 要 求 20-24 中 任 一 项 所 述 的 生物 打印 的 可 选择 性 渗透 的 组 织 纤 维 ,其 中 所 


述 至 少 一 个 外 帝 层 包含 免疫 保护 材料 和 /或 促 血 管 生成 材料 。 
26 .根据 权利 要 求 25 所 述 的 生物 打印 的 可 选择 性 渗透 的 组 织 纤维 ,其 包含 外 部 外 壳 层 
和 内 部 外 壳 层 ,其 中 所 述 外 部 碗 层 由 促 血 管 生 成 材料 组 成 ,并 且 其 中 所 述 内 部 外 壳 层 由 免 
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疫 保护 材料 组 成 。 
27 .根据 权利 要 求 25 或 权利 要 求 26 所 述 的 生物 打印 的 可 选择 性 渗透 的 组 织 纤 维 , 其 中 
所 述 免 疫 保护 材料 选 自 汇 酸 盐 、 壳 聚 糖 、.GEL-MA、PEGDA、PEG、 多 避 PEG 肉 烯 酸 酯 、POEGMA、 


基 琴 烯 酸 本 化 透明 质 酸 、 硫 醇化 透明 质 酸 、PLL` 透 明 质 酸 \ 以 及 它们 的 组 合 。 
28 .根据 权利 要 求 27 所 述 的 生物 打印 的 可 选择 性 渗透 的 组 织 纤 维 , 其 中 所 述 免疫 保护 
材料 包含 官能 化 深 酸 盐 。 
29 .根据 权利 要 求 25-28 中 任 一 项 所 述 的 生物 打印 的 可 选择 性 渗透 的 组 织 纤 维 ,其 中 所 
述 免疫 保护 材料 包含 或 进一步 包含 两 烽 酸 酯 化 两 性 离子 单 体 (SBMA) 和 PEGDA。 
30. 根 据 权利 要 求 25-29 中 任 一 项 所 述 的 生物 打印 的 可 选择 性 渗透 的 组 织 纤 维 ,其 中 所 
述 促 血 管 生成 材料 包含 纤维 重 白 、 上 胶原 蛋白 、 甲 基 丙 烯 酸 酯 化 胶原 蛋白 、 明 胺 、GEL-MA、 脱 
胞 化 的 胞 外 基质 (dECM) 、. 聚 甲 基 丙 烯 酸 、RGD- 澡 酸 盐 、 YIGSR- 灌 酸 盐 和 透明 质 酸 中 的 一 种 或 
多 种 。 
31 .根据 权利 要 求 20-30 中 任 一 项 所 述 的 生物 打印 的 可 选择 性 渗透 的 组 织 纤 维 , 其 中 所 
述 纤 维 的 直径 在 约 2.0mm 至 0.2mm 之 间 ,更 优选 地 在 约 1.5mm 至 0.5mm 之 间 ,并 且 最 优选 地 在 
约 1.lmm 至 0.8mm 之 间 。 
32 .根据 权利 要 求 20-30 中 任 一 项 所 述 的 生物 打印 的 可 选择 性 渗透 的 组 织 纤 维 , 其 中 所 
述 实心 心 的 直径 在 约 1.98mm 至 0.18mm 之 间 ,更 优选 地 在 约 1.48mm 至 0.48mm 之 间 ,并且 最 优 
选 地 在 约 0.9mm 至 0.50mm 之 间 。 
33 .根据 权利 要 求 20-30 中 任 一 项 所 述 的 生物 打印 的 可 选择 性 渗透 的 组 织 纤 维 , 其 中 所 
述 至 少 一 个 外 部 壳 层 的 厚度 在 约 0.0lmm 至 0.3mm 之 间 ,更 优选 地 在 约 0.025mm 至 0.2mm 之 间 ， 
并 日 最 优选 地 在 约 0.05mm 至 0.15mm 之 间 。 
34. 一 种 用 于 产生 /分 泌 所 关注 的 生物 活性 剂 的 方法 ,其 
1-33 中 任 一 项 所 述 的 生物 打印 的 可 选择 性 渗透 的 纤维 ， 
bE 够 产生 /分 说 所 关注 的 生物 活性 剂 的 生物 材料 。 


笑 体 外 或 体内 培养 根据 权利 
中 所 述 可 选择 性 渗透 的 纤维 


将 外 
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可 选择 性 渗透 的 环 带 纤维 及 其 使 用 方法 


[0001] “相关 申请 的 交叉 引用 
[0002] ”本 申请 要 求 2021 年 5 月 24 日 提交 的 美国 临时 申请 号 63/192,552 的 优先 权 权 益 


技术 领域 

[0003] ”本 发 明 涉 及 用 于 产生 可 选择 性 渗透 和 免疫 保护 的 实心 蕊 纤维 结构 的 系统 和 方法 ， 
并 且 涉 及 根据 数字 文件 对 此 类 结构 的 三 维 (3D) 打印 。 在 一 些 实施 方案 中 ,打印 纤维 包括 活 
细胞 。 


背景 技术 
[0004] ”组 织 工 程 领域 长 期 以 来 一 直 在 寻求 使 用 多 种 材料 和 方法 来 制造 能 够 模仿 和 /或 蔡 
代 活 露 官 和 活 组 织 的 可 存活 合成 结构 .特别 是 已 经 反复 探索 了 细胞 包 封 作为 直接 组 织 移植 
和 随后 终生 免疫 抑制 的 潜在 替代 方案 ,但 仍 存 在 许多 挑战 。 该 方法 的 本 质 是 在 治疗 性 细胞 
群 ( 例 如 ,胰岛 细胞 ) 周围 放置 半 透 膜 , 该 半 透 膜 可 有 效 地 排除 免疫 细胞 .抗体 和 补体 成 分 ， 
司 时 确保 小 分 子 (例如 ,葡萄糖 、 氧 ) 和 期 望 的 生物 活性 剂 (例如 ,分 记 肽 /蛋白 质 ) 的 充分 が 
莉 。De Vos 等 人 ,Adv Drug Deliv Rev.2014;67-68:15-34。 然 而 ,重要 的 是 ,虽然 和 葡萄糖 和 
氧 以 大 致 相同 的 摩尔 速率 消耗 ,但 后 者 在 生理 学 上 的 丰 度 低 约 100 倍 .Colton,Adv Drug 
Deliv Rev.2014;67-68:93-110。 因 此 , 氧 的 充分 通过 一 直 是 细胞 包 封 装 置 的 有 效 临床 设计 
中 的 主要 限制 因素 之 一 。 
[0005] ”已 经 探索 7 了 多 种 装置 几何 形状 ,包括 在 球体 中 的 微 包 封 和 在 平面 扩散 室 中 的 宏观 
包 封 。 昌 然 水 凝 胶 珠 中 的 微 包 封 提 供 了 用 于 氧 输送 的 更 高 的 表面 积 与 体积 比 ,但 已 报道 植 
入 后 珠 的 沉降 和 堆积 导致 氧 刊 革 。Vaithilingam 等 人 Rev Diabet Stud.2017;14 (1) : 51- 
78。 相 反 ,尽管 平面 扩散 室 在 小 动物 研究 中 显示 出 一 些 前 景 ,但 由 于 其 回 有 的 低 传 质 表 面积 
而 在 扩大 到 人 患者 的 规模 方面 也 受到 相当 大 的 挑战 .Calafiore 和 Basta,Adv Drug Deliv 
Rev. (2014) ;67-68:84-92。 所 有 这 些 方法 的 一 般 限 制 是 缺乏 对 细胞 在 包 封 装置 的 含 细胞 部 
分 内 的 布置 及 其 对 氧 供 应 的 影响 的 控制 .因此 ,尽管 全 世界 进行 了 数 十 年 的 研究 ,但 细胞 包 
封 的 有 效 临 床 应 用 仍 难以 捉摸 (Orive 等 人 ,Trends Pharmacol Sci. (2015) :36:537-546) 。 
[0006] ”此 外 , 植 入 体内 会 触发 先天 和 适应 性 免疫 系统 两 者 针对 装置 的 协同 生物 反应 , 目 
的 是 对 其 进行 消除 。 针 对 太 大 而 不 能 被 否 鸣 的 感知 病原 体 的 细胞 反应 部 分 地 由 巨 吹 细胞 介 
导 , 这 些 巨 鸣 细 胞 过 表达 ECM 和 蛋白 ,诸如 纤 连 蛋白 ,并 且 还 产生 促 纤 维 生 成 因子 ,该 促 纤 维 生 
成 因子 增强 成 纤维 细胞 的 纤维 生成 ,从 而 导致 在 装置 周围 形成 手 维 化 潮 。 这 种 纤维 圳 可 
扰 汪 置 功能 ,特别 是 当 它 们 含有 需要 接近 营养 物 和 氧气 流 以 便 执行 其 预期 功能 的 治疗 性 细 
胞 群 时 .尽管 增加 植 入 装置 的 直径 可 帮助 减少 这 种 异物 反应 (FBR) 和 随后 的 纤维 化 发 展 , 参 
见 全 如 Watanabe 等 人 ,Biomnaterials(2020) ,doi .org/10.1016/ 
j.biomaterials.2020.120162, 但 尺寸 的 必要 增加 也 可 导致 装置 中 细胞 的 缺 氧 和 凋 亡 。 

[0007] ”因此 ,仍然 需要 对 设计 和 材料 两 者 进行 改进 ,以 适应 免疫 保护 和 营养 物 通过 的 相 
对 目的 ,并 帮助 减轻 FBR 反 应 ,并 使 得 用 于 合成 结构 制造 的 纤维 -纤维 沉积 一 致 。 因 此 ,需要 
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这 样 的 合成 组 织 结构 ,其 有 效 地 平衡 降低 或 避免 免疫 系统 识别 和 /或 破坏 这 些 合成 组 织 结 
构 的 能 力 与 确保 氧 和 营养 物 充分 通过 合成 结构 的 细胞 而 不 损害 其 分 泌 能 力 的 能 

[0008] ”本 文 列 出 的 所 有 现 有 技术 参考 文献 均 以 引用 方式 全 文 并 入 。 


发 明 内 容 

[0009] ”本 发 明 用 一 种 可 选择 性 渗透 的 生物 打印 纤维 成 功 地 解决 了 本 领域 的 上 述 多 个 相 
互 矛 盾 的 目的 ,该 可 选择 性 渗透 的 生物 打印 纤维 包括 实心 必 和 围 绕 该 实心 心 的 一 个 或 多 个 
充 层 ,其 中 生物 材料 ,例如 产生 和 分 小 所 关注 的 生物 活性 剂 的 活 细 胞 ,被 径 向 置换 到 该 实心 
芯 的 外 部 。 在 实施 方案 中 ,该 纤维 包括 打印 在 实心 芯 与 至 少 一 个 外 充 层 之 间 的 至 少 一 个 环 
带 层 ,其 中 这 些 细胞 包 埋 在 该 至 少 一 个 环 带 层 内 ,并 且 优 选 地 其 中 这 些 细胞 均匀 地 分 散在 
整个 该 至 少 一 个 环 带 层 中 。 在 一 些 实施 方案 中 ,细胞 治 生物 打印 纤维 的 长 度 被 分 段 /分 隔 ， 
和 /或 该 至 少 一 个 外 壳 层 是 免疫 保护 的 和 /或 促 血 管 生成 的 。 如 本 文 所 证 明 的 ,与 常规 忌 - 壳 
纤维 相 比 ,在 实心 心 外 部 的 至 少 一 个 环 带 层 中 径 向 置换 包 埋 的 细胞 群 改善 了 细胞 生存 力 和 
功能 两 者 ,增加 了 分 认 能 妨 , 并 且 能 够 实现 更 高 的 细胞 负 布 

[0010] ”根据 一 个 方面 ,提供 了 一 种 生物 打印 的 可 选择 性 渗透 纤维 ,其 包括 :实心 心 ;围绕 
所 述 实心 心 的 至 少 一 个 环 谤 层 , 该 至 少 一 个 环 带 层 包含 包 埋 在 生物 相 容 性 材料 内 的 至 少 一 
种 生物 材料 ; 和 围绕 所 述 至 少 一 个 环 带 层 的 至 少 一 个 外 壳 层 。 在 实施 方案 中 , 该 至 少 一 个 外 
壳 层 包含 交 联 的 水 凝 胶 材 料 。 在 实施 方案 中 , 该 至 少 一 种 生物 材料 均匀 地 分 散在 整个 该 至 
少 一 个 环 带 层 中 ,在 实施 方案 中 ,生物 材料 沿 纤维 的 长 度 被 分 段 /分 隔 , 在 实施 方案 中 ,生物 
打印 的 可 选择 性 渗透 纤维 的 至 少 一 个 外 壳 层 是 免疫 保护 的 和 /或 促 血 管 生成 的 。 
[0011] 优选 地 ,生物 材料 包括 产生 /分 泌 所 关注 的 生物 活性 剂 (例如 ,治疗 性 蛋白 质 或 核 
酸 ) 的 细胞 群 和 /或 细胞 来 源 的 胞 外 圳 泡 群 ,或 胞 外 吉 泡 。 在 一 些 实例 中 , 该 细胞 群 包含 :来 
自选 自由 胰腺 .肝脏 甲状腺、 甲状 旁 腺 、 松 果 体 腺 、 垂 体 腺 、 胸 腺 .肾上腺 、 卵 梨 、 凋 丸 组 成 的 
组 的 内 分 泌 腺 和 外 分 泌 腺 的 细胞 , 肠 内 分 泌 细 胞 ,干细胞 ,干细胞 来 源 的 细胞 ,或 工程 化 以 
分 泌 所 关注 的 生物 活性 剂 的 细胞 .在 一 些 实例 中 ,细胞 群 释放 含有 治疗 性 蛋白 质 或 核酸 的 
外 来 体形 式 的 细胞 来 源 的 胞 外 圳 泡 。 在 一 些 实 份 中 ,生物 相 容 性 材料 选 自 深 酸 盐 官能 化 演 
酸 盐 、 胶 原 蛋 白 -1、 基 底 膜 蛋 白 、 胶 原 和 蛋白 -4 胶原 蛋白 -2、 纤 连 蛋 白 、 玻 连 蛋 白 、 层 粘连 蛋 
白 、 脱 细胞 化 的 胞 外 基质 、 透 明 质 酸 、 聚 乙 二 醇 (PEG)、 聚 ( 乙 二 醇 ) 二 内 烯 酸 酯 (PEGDA) 和 其 
也 官能 化 PEG、 纤 维 蛋白 、 明 胶 、 甲 基 丙 烯 栈 明胶 (GEL-MA) 、 丝 \、 充 聚 糖 、 纤 维 素 、 聚 ( 低 聚 ( 乙 
二 醇 ) 甲 基 配 甲 基 丙 烯 酸 酯 ) (POEGMA) 、 自 组 装 肽 水 凝 胶 、 以 及 它们 的 组 合 。 在 实施 方案 中 ， 
谨 能 化 藻 酸 盐 可 包括 甲 基 丙 烯 酸 酯 化 洛 酸 盐 、. 叶 喃 兴 酸 盐 、 硫 醇 澳 酸 盐 、 马 来 酰 亚 胶 藻 酸 
盐 、 四 哄 深 酸 盐 、 降 冰片 烯 汉 酸 盐 、 酰 腓 党 酸 盐 、RGD- 演 酸 盐 ( 精 氨 酸 -县 -天 冬 氮 酸 盐 ) 、 
YIGSR- 深 酸 盐 (Tyr-Ile-G1y-Ser-Arg) 和 共 价 点 击 深 酸 盐 (例如 ,与 2- ( 甲 其 烯 酰 氧 基 ) 乙 
基 ] 二 甲 基 - (3- 磺 丙 基 ) 氧 氧 化 匀 (DMAPS) -A1d 和 /或 DMAPS-Hzd 共 混 的 薄 酸 盐 ) 中 的 一 种 或 
多 种 。 

[0012] ”在 一 些 实施 方案 中 ,生物 打印 的 可 选择 性 渗透 纤维 是 增强 的 ,例如 ,实心 蕊 可 为 总 
体 纤 维 (例如 ,本 公开 的 忆 - 壳 或 环 带 纤 维 ) 提供 增强 。 作 为 代表 性 实例 ,增强 纤维 可 由 芯 材 
料 组 成 ,该 心材 料 被 选择 为 具有 比 环 带 层 和 /或 一 个 或 多 个 外 壳 层 更 高 的 拉 伸 强度 和 /或 模 
量 。 在 一 些 实施 方案 中 ,所 述 实心 蕊 包含 不 可 生物 降解 的 材料 .在 一 些 实例 中 ,实心 心包 含 
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聚合 物 材料 , 该 聚合 物 材 料 选 自 包 括 以 下 或 由 以 下 组 成 的 组 :PEGDA 和 其 他 官能 化 PEG、 
POEGMA、 聚 乙烯 醒 (PVA) 丙烯 酰胺 .GEL-MA 或 官能 化 党 酸 盐 (例如 能 够 共 价 交 联 的 官能 化 演 
酸 盐 ) 。 官 能 化 党 酸 盐 可 包括 甲 基 丙 烯 酸 酯 化 演 酸 盐 、 哮 喃 和 酸 盐 、 令 醉 深 酸 盐 、 马 来 酰 王 觅 
澡 酸 盐 、 四 嗪 涪 酸 盐 、 降 冰片 燃 河 酸 盐 、 酰 有 诗 漆 酸 盐 和 共 价 点 击 灌 酸 盐 (例如 ,与 DMAPS-Ald 


庄司 


上 


上 
和 /或 DMAPS-Hzd 共 混 的 深 酸 盐 ) 中 的 一 种 或 多 种 。 

[0013] ”在 一 些 实施 方案 中 ,生物 打印 的 可 选择 性 渗透 纤维 的 至 少 一 个 外 壳 层 是 免疫 保护 
的 。 在 一 些 实例 中 ,外壳 层 包 含 免疫 保护 水 凝 胶 材 料 ,该 免疫 保护 水 凝 胶 材 料 选 自 深 酸 盐 、 


売 果 糖 、GEL-MA、PEG、PEGDA 和 其他 官能 化 PEG (多 臂 PEG 丙 烯 酸 酯 诸如 4- 辟 PEG- 四 丙 燃 酸 酯 
(PEGTA) 和 PEFOA, 以 及 其 他 基于 PEG 的 材料 )、POEGMA、 聚 -L- 赖 氨 酸 (PLL) 、 甲 基 丙 烯 酸 
透明 质 酸 (HA) 、 硫 醇化 透明 质 上 办、 三 哗 、 以 及 它们 的 组 合 。 在 一 些 实 份 中 ,免疫 保护 水 凝 胶 材 
包含 官能 化 党 酸 盐 。 官 能 化 党 酸 盐 可 包括 甲 基 琴 烯 酸 酯 化 深 酸 盐 、 呐 喃 党 酸 盐 、 硫 醉 深 酸 
盐 、 马 来 酰 亚 腕 深 酸 盐 、 酰 肝 深 酸 盐 、 四 哄 演 酸 盐 、 降 冰片 烯 深 酸 盐 和 共 价 点 击 深 酸 盐 (从 
| 与 DMAPS-A1d 和 /或 DMAPS-Hzd 共 混 的 党 酸 盐 ) 中 的 一 种 或 多 种 。 在 一 些 实例 中 ,免疫 保护 
水 凝 股 材料 包含 或 进一步 包含 丙烯 酸 酯 化 两 性 离子 单 体 人 磺 基 甜菜 碱 甲 基 丙 烯 酸 酯 (SBMA) 
和 /或 PEGDA ,在 一 些 实例 中 ,免疫 保护 水 凝 有 材料 包含 或 进一步 包含 用 官能 化 党 酸 盐 或 PEG 
(例如 潍 酸 盐 - 马 来 酰 亚 胺 或 PEG- 蕊 来 酰 亚 胺 ) 官能 化 的 透明 质 酸 (例如 硫 醇 化 HA) 。 
[0014] ”在 一 些 实施 方案 中 ,生物 打印 的 可 选择 性 渗透 纤维 的 至 少 一 个 外 这 层 是 促 血 管 生 
成 的 ,在 一 些 实施 方案 中 ,该 至 少 一 个 促 血 管 生成 层 位 于 包含 免疫 保护 材料 的 至 少 一 个 外 
帝 层 的 外 部 。 在 一 些 实施 方案 中 ,除了 一 种 或 多 种 免疫 保护 材料 外 ,该 至 少 一 个 外 壳 层 可 | 
种 或 多 种 促 血 管 生成 材料 组 成 ,在 一 些 实施 方案 中 ,本 公开 的 纤维 可 包括 由 促 血 管 生成 
材料 组 成 的 至 少 一 个 外 壳 层 ,但 可 缺乏 免疫 保护 外 壳 层 。 促 血管 生成 材料 可 包括 可 生物 降 
解 材料 ,包括 但 不 限于 纤维 电 和 白 、 胶 原 和 蛋白、 明胶、.GEL-MA、 脱 细胞 化 的 胞 外 基质 (dECM 、 聚 
基 琴 烯 酸 、RGD- 治 酸 盐 、 YIGSR- 灌 酸 盐 、 透 明 质 酸 等 。 
[0015] ”在 一 些 实施 方案 中 ,生物 打印 的 可 选择 性 渗透 纤维 的 直径 在 约 2.0mm 至 0.25mm 之 
辣 ,更 优选 地 在 约 0.7mm 与 约 1.7mm 之 间 ,更 优选 地 在 约 1.5mm 至 0.45mm 之 间 ,并 且 了 最 优选 地 
在 约 1. Imm 至 0.7mm 之 间 。 
[0016] ”在 一 些 实施 方案 中 ,生物 打印 的 可 选择 性 渗透 纤维 的 实心 心 的 直径 在 约 1.92mm 至 
0.05mm 之 间 ,更 优选 地 在 约 1.1mm 至 0.4lmm 之 间 ,或 在 约 0.030mm 与 约 1.0mm 之 间 ,并且 最 优 
选 地 在 约 0.5mm 至 0. 1mm 之 间 ,例如 约 0.3mm。 
[0017] ”在 一 些 实施 方案 中 ,生物 打印 的 可 选择 性 渗透 纤维 的 外 壳 层 的 厚度 在 约 0.0lmm 至 
0.3mm 之 间 ,或 在 约 0.015mm 与 约 0.5mm 之 间 ,更 优选 地 在 约 0.025mm 至 0.2mm 之 间 ,或 在 约 
0.05mm 至 0.125mm 之 间 。 在 实施 方案 中 ,厚度 为 约 0.150mm。 
[0018] ”在 一 些 实施 方案 中 ,生物 打印 的 可 选择 性 渗透 纤维 的 环 带 层 的 厚度 在 约 0.0lmm 至 
0.4m 之 间 ,更 优选 地 在 约 0.025mm 至 0.3mm 之 间 ,更 优选 地 在 约 0. Imm 至 约 0.3mm 之 间 ,并 且 
最 优选 地 在 约 0.05mm 至 0.2mm 之 间 。 在 实施 方案 中 ,厚度 为 约 0.2mm。 
[0019] ”在 男 一 方面 ,提供 了 用 于 生物 打印 可 选择 性 渗透 的 环 带 纤维 的 方法 ,该 方法 包括 
经 由 同 轴 微 流 体 装 置 或 多 充 打 印 关 通过 蕊 通道 分 配 芯 材料 ,通过 第 一 壳 通 道 分 配 第 一 坏 市 
层 材料 和 任 选 的 第 二 环 带 层 材料 ,以 及 通过 第 二 壳 通 道 分 配 可 交 联 材料 ,其 中 优选 地 在 生 
物 相 容 性 材料 中 ,该 第 一 环 带 层 材 料 或 第 二 环 带 层 材料 中 的 一 者 包含 生物 材料 , 任 选 地 其 
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中 该 环 带 层 材料 被 交 营地 分 配 以 沿 纤维 的 长 度 产生 生物 材料 的 区 段 / 隔 室 .在 一 些 实施 方 
案 中 ,第 一 环 带 层 材料 和 第 一 环 带 层 材 料 包含 相同 的 生物 相 容 性 材料 。 
[oo20] ”根据 另 一 方面 ,提供 了 一 种 生物 打印 的 可 选择 性 渗透 组 织 纤维 ,其 包括 实心 芯 和 
围绕 所 述 实心 芯 的 至 少 一 个 外 壳 层 ,该 实心 芯 包含 沿 纤维 的 长 度 在 生物 相 容 性 材料 中 被 分 
段 /分 隔 的 至 少 一 种 生物 材料 ,该 至 少 一 个 外 壳 层 包含 交 联 水 凝 胶 材料 优选 地 ,该 生物 材 


料 包 括 产生 /分 泌 所 关注 的 生物 活性 剂 例如 治疗 性 蛋白 质 或 核酸 的 细胞 群 ,或 包含 它们 的 
细胞 宫 泡 。 在 一 些 实例 中 , 该 细胞 群 包含 :来 自选 目 由 胰腺 肝脏 .甲状 腺 .甲状 劳 腺 、 松 果 体 
腺 垂体 腺 、 胸 腺 ` 旧 上 腺 、. 卯 巢 、 墨 丸 组 成 的 组 的 内 分 刻 腺 和 外 分 泌 腺 的 细胞 , 肠 内 分 泌 允 
胞 ,干细胞 ,干细胞 来 源 的 细胞 ,或 工程 化 以 分 让 所 关注 的 生物 活性 剂 的 细胞 。 在 一 些 实 侦 
中 ,细胞 群 释放 含有 治疗 性 蛋白 质 或 核酸 的 外 来 体形 式 的 细胞 来 源 的 胞 外 中 泡 , 在 一 些 实 
例 中 ,生物 相 容 性 材料 选 自 深 酸 盐 、 官 能 化 党 酸 盐 、 胶 原 蛋 白 -1、` 基 底 膜 蛋白 胶原 蛋白 -4、 
胶原 重 白 -2、 纤 连 各 月、 玻 连 重 白 、 层 炸 连 条 月 、 脱 细胞 化 的 胞 外 基质 、 透 明 质 酸 `PEG、PEGDA 


和 其 他 官能 化 PEG、 纤 维 蛋 白 、 明 胺 、GEL-MA、 丝 、 壳 聚 糖 .纤维 素 、POEGMA、 


目 组 装 肽 水 凝 胶 、 
4 SU 实施 方案 中 ,官能 化 党 酸 直 可 包括 甲 基 丙烯 酸 酯 化 党 酸 盐 、 睦 喃 党 酸 
盐 \ 令 醒 深 酸 盐 \、 马 来 酰 亚 胺 党 酸 盐 、 四 哄 泽 酸 盐 \ 降 冰片 烯 尝 酸 盐 、 栈 有 午 演 酸 盐 、RGD- 灌 酸 


盐 (精気 酸 - 肥 - 天 冬 気 酸 吉 ) YIGSR- 深 酸 盐 (Tyr-I1e-G1y-Ser-Arg) 和 共 价 点 击 深 酸 盐 ( 例 
如 ,与 DMAPS-Al1d 和 /或 DMAPS-Hzd 共 混 的 江 酸 盐 ) 中 的 一 种 或 多 种 。 
[0021] “在 一 些 实施 方案 中 ,实心 蕊 还 包含 用 于 从 内 向 外 交 联 外 壳 层 的 交 联 剂 。 例 如 ,实心 
起 可 电 合 能 够 交 联 外 充 材 料 的 交 联 剂 ,而 对 应 于 实心 芯 的 材料 可 通过 不 同 的 机 制 交 联 ,。 作 
为 代表 性 实例 ,实心 蕊 可 包括 PEGDA+ 钙 + 光 引 发 剂 ,而 外 过 可 包含 河 酸 盐 。 芯 中 的 钙 离 子 可 


从 内 向 外 交 联 基于 演 酸 盐 的 外 过。 对 纤维 的 照射 可 引起 光 引 发 剂 的 活化 ,并 且 因 此 引起 沪 
的 交 联 。 
[0022] ”在 一 些 实施 方案 中 ,生物 打印 的 可 选择 性 渗透 纤 维 的 外 壳 层 是 免疫 保护 的 和 /或 


> 


促 血管 生成 的 ,在 一 些 实例 中 ,生物 打印 的 可 选择 性 渗透 纤维 具有 由 免疫 保护 材料 组 成 的 
免疫 保护 壳 , 该 免疫 保护 帝 继 而 被 由 促 血 管 生成 材料 组 成 的 促 血 管 生 成 壳 围 绕 。 在 一 些 实 
例 中 ,免疫 保护 材料 选 自 藻 酸 盐 、 壳 聚 糖 .GEL-MA、PEG、PEGDA 和 其 他 官能 化 PEG (多 臂 PEG 丙 
烯 酸 酯 诸如 PEGTA 和 PEFOA ,以 及 其 他 基于 PEG 的 材料 )、POEGMA、PLL 三 唑 、 以 及 它们 的 组 合 。 
在 一 些 实例 中 ,免疫 保护 水 凝 胺 材料 包含 官能 化 河 酸 盐 。 官 能 化 深 酸 起 可 包括 甲 基 丙 烯 酸 
化 漆 酸 熙 \、 哮 喃 河 酸 盐 、 四 唆 泽 酸 盐 、 降 冰片 焕 泽 酸 盐 \、 硫 醉 河 酸 盐 、 马 来 酰 炎 胺 党 酸 盐 、 
策 腓 党 酸 盐 和 共 价 点 击 深 酸 盐 (例如 ,与 DMAPS-Ald 和 /或 DMAPS-Hzd 共 混 的 深 酸 盐 ) 中 的 一 
种 或 多 种 。 在 一 些 实 从 中 ,免疫 保护 水 凝 胶 材 料 包 含 或 进一步 包含 丙烯酸 酯 化 两 性 离子 单 
本 (SBMA) 和 /或 PEGDA。 在 一 些 实例 中 ,免疫 保护 水 凝 胶 材 料 包 含 或 进一步 包含 用 官能 化 党 
酸 盐 或 PEG (例如 葵 酸 盐 - 马 来 酰 亚 胺 或 PEG- 马 来 酰 亚 胺 ) 官能 化 的 透明 质 酸 (例如 硫 醇化 
HA) 。 在 一 些 实例 中 , 促 血 管 生 成 材料 选 自 纤维 蛋白 、 2 明胶 .GEL-MA、 脱 细胞 化 的 胞 
外 基质 (dECM) 、. 聚 甲 基 琴 烯 酸 、RGD- 澡 酸 盐 、 YIGSR- 棠 酸 盐 .透明 质 酸 等 。 

[0023] ”在 一 些 实施 方案 中 ,生物 打印 的 可 选择 生活 通 纤 维 的 直径 径 在 约 2.0mm 至 0.2mm 之 
间 ,更 优选 地 在 约 1.5mm 至 0.5mm 之 间 ,并 且 最 优选 地 在 约 1. Imm 至 0.8mm 之 间 。 
[0024] ”在 一 些 实施 方案 中 ,生物 打印 的 可 选择 性 渗透 纤维 的 实心 心 的 直径 在 约 1.98mm 至 
0.18m 之 间 ,更 优选 地 在 约 1.48mm 至 0.48mm 之 间 ,并 且 最 优选 地 在 约 0.9mm 至 0.50mm 之 间 。 
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[0025] ”在 一 些 实施 方案 中 ,生物 打印 的 可 选择 性 渗透 纤维 的 外 壳 层 的 厚度 在 约 0.0lmm 至 
0.3mm 之 间 , 更 优选 地 在 约 0.025mm 至 0.2mm 之 间 , 并 且 最 优选 地 在 约 0.05mm 至 0.15mm 之 间 。 

[0026] 《在 另 一 方面 ,提供 了 用 于 生物 打印 可 选择 性 渗透 纤维 的 方法 ,该 可 选择 性 闯 透 纤 
维 包括 实心 心 ,该 实心 心包 含 沿 纤维 的 长 度 被 分 段 /分 隔 的 至 少 一 种 生物 材料 。 在 一 个 实施 
方案 中 ,该 方法 包括 通过 同 轴 微 流体 装置 或 多 壳 打 印 头 的 芯 通 道 不 连续 地 分 配 包含 生物 材 
料 的 生物 相 容 性 材料 ,同时 通过 至 少 一 个 壳 通 道 连续 地 分 配 免疫 保护 可 交 联 材料 ,其 中 该 
充 材 料 填 充 在 芯 的 区 段 之 间 的 纤维 中 ,在 男 一 个 实施 方案 中 ,该 方法 包括 在 通过 同 轴 微 流 


林 装 置 或 多 壳 打 印 头 的 芯 通 道 分 配 第 一 芯 材 料 和 第 二 芯 材料 之 间 交 蔡 , 同 时 通过 至 少 一 个 
过 通道 连续 分 配 免疫 保护 可 交 联 材料 ,其 中 优选 地 在 生物 相 容 性 材料 中 ,该 第 一 芯 材 料 或 
该 第 二 芯 材料 中 的 一 者 包含 生物 材料 ,使 得 交替 的 芯 材 料 沿 纤维 的 长 度 产生 生物 材料 的 区 
段 /陋室 ,在 一 些 实施 方案 中 ,第 一 芯 材 料 和 第 二 芯 材 料 包含 相同 的 生物 相 容 性 材料 ,在 实 
施 方案 中 ,生物 打印 的 可 选择 性 渗透 纤维 的 该 至 少 一 个 外 壳 层 是 免疫 保护 的 和 /或 促 血 管 


UI に 3 
过 


生成 的 。 
[0027] ”在 一 些 实施 方案 中 ,生物 材料 包括 产生 /分 泌 所 关注 的 生物 活性 剂 (例如 ,治疗 性 
蛋白 质 / 肽 、 核 酸 ) 的 细胞 群 ,或 胞 外 喜 泡 。 在 一 些 实例 中 ,该 细胞 群 包含 :来 自选 自由 胰腺 、 


: 吾 


及 、 甲 状 腺 、 甲 状 半 腺 、 松 果 体 腺 、 垂 体 腺 、 胸 腺 、 導 上 腺 、 卵 集 、 国 丸 独 成 的 外 的 内 分 泌 腺 
的 细胞 , 肠 内 分 泌 细 胞 ,干细胞 ,干细胞 来 源 的 细胞 ,或 工程 化 以 分 泌 所 关注 的 
物 活 性 剂 的 细胞 ,在 一 些 实例 中 ,细胞 群 释放 含有 治疗 性 蛋白 质 或 核酸 的 外 来 体形 式 的 
胞 来 源 的 胞 外 圳 泡 , 在 一 些 实例 中 ,生物 相 容 性 材料 选 自 汇 酸 盐 、 上 胶原 蛋白 -1、 基 底 膜 恒 
` 上 胺 原 和 蛋白 -4、 胶 原 蛋 白 -2、 纤 连 和 蛋白、 玻 连 蛋白 \、 层 粘连 蛋白 、 脱 细胞 化 的 胞 外 基质 、 透 H 
酸 、PEG、PEGDA 和 其 他 官能 化 PEG、 纤 维 蛋 白 、 明 胶 、GEL-MA、 丝 、 壳 聚 糖 、 纤 维 素 、POEGMA、 
装 肽 水 凝 胶 和 /或 家 能 化 葆 酸 盐 。 官 能 化 党 酸 盐 的 实例 包括 但 不 限于 甲 基 琴 烯 酸 酯 化 漠 
盐 、 叶 喃 治 酸 盐 、 硫 醇 涡 酸 盐 、 马 来 栈 亚 胺 澡 酸 盐 、 四 嗪 汉 酸 盐 、 降 冰片 烯 汉 酸 盐 、 栈 肝 省 
盐 、RGD- 党 酸 盐 .YIGSR- 澡 酸 盐 和 共 价 点 击 治 酸 盐 (例如 ,与 DMAPS-Ald 和 /或 DMAPS-Hzd 共 
混 的 党 酸 盐 ) 。 
[0028] ”在 一 些 实施 方案 中 ,生物 打印 的 可 选择 性 渗透 纤维 的 至 少 一 个 外 壳 层 是 免疫 保护 
的 和 /或 促 血 管 生成 的 。 在 一 些 实施 方案 中 ,包含 免疫 保护 材料 的 外 壳 层 继而 被 包含 促 血 管 
生成 材料 的 外 这 层 围 绕 , 在 一 些 实例 中 ,免疫 保护 材料 选 自 汇 酸 盐 、 壳 聚 糖 、GEL-MA、PEG、 
PEGDA 和 其 他 官能 化 PEG (多 避 PEG 丙 燃 酸 酯 诸如 PEGTA 和 PEFOA, 以 及 其 他 基于 PEG 的 材料 ) 、 
POEGMA、PLL 三 哗 、 以 及 它们 的 组 合 。 在 一 些 实 丛 中 ,免疫 保护 水 凝 胶 材 料 包含 官 能 化 深 酸 
盐 。 官 能 化 济 酸 盐 可 包括 甲 基 丙 烯 酸 酯 化 落 酸 盐 、 叶 喃 藻 酸 盐 、 四 嗪 葵 酸 盐 、 降 冰片 烯 滞 酸 
盐 、 令 醇 深 酸 盐 、 马 来 酰 亚 腕 菠 酸 盐 酰 肝 洛 酸 盐 和 共 价 点 击落 酸 盐 (例如 ,与 DMAPS-Ald 和 / 
或 DMAPS-Hzd 共 混 的 党 酸 盐 ) 中 的 一 种 或 多 种 ,在 一 些 实例 中 ,免疫 保护 水 凝 胶 材料 包含 或 
进一步 包含 丙烯 酸 酯 化 两 性 离子 单 体 (SBMA) 和 /或 PEGDA。 在 一 些 实例 中 ,免疫 保护 水 凝 胶 
材料 包含 或 进一步 包含 用 官能 化 藻 酸 盐 或 PEG (例如 藻 酸 盐 - 马 来 酰 亚 胺 或 PEG- 马 来 酰 亚 
胺 ) 官能 化 的 透明 质 酸 (例如 硫 醇 化 HA) 。 在 一 些 实 从 中, 促 血 管 生 成 材料 选 自 竺 维 蛋 白 、 胶 
厌 和 蛋白 .明胶 .GEL-MA、 脱 细胞 化 的 胞 外 基质 (dECM) 、 斎 甲 基 内 燃 酸 、RGD- 漂 酸 苦 、YIGSR- 党 
酸 基 、 透 明 原 酸 等 。 
[0029] ”在 一 些 实施 方案 中 ,该 方法 还 包括 与 生物 相 容 性 材料 同时 通过 心 通道 分 配 一 种 或 
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多 种 交 联 剂 ,以 便 从 内 向 外 交 联 可 选择 性 渗透 纤维 ,在 一 些 实施 方案 中 ,用 于 产生 可 选择 性 
渗透 组 织 纤 维 的 方法 还 包括 通过 峭 通 道 分 配 包含 一 种 或 多 种 交 联 材 料 的 一 种 或 多 种 精液 ， 
以 便 从 外 向 内 交 联 可 选择 性 渗透 纤维 。 
[0030] ”在 一 些 实施 方案 中 ,可 选择 性 渗透 组 织 纤 维 的 直径 在 约 2.0mm 至 0.2mm 之 间 , 更 优 
选 地 在 约 1.5mm 至 0.5mm 之 间 ,并 且 最 优选 地 在 约 1.1mm 至 0.8mm 之 间 。 

[0031] ”在 一 些 实施 方案 中 ,所 述 实心 蕊 的 直径 在 约 1.98mm 至 0.18mm 之 间 , 更 优选 地 在 约 
1.48mm 至 0.48mm 之 间 ,并 且 最 优选 地 在 约 0.9mm 至 0.5mm 之 问 。 
[0032] ”在 一 些 实施 方案 中 ,所 述 免疫 保护 外 壳 层 的 厚度 在 约 0.0lmm 至 0.3mm 之 间 , 更 优选 
地 在 约 0.025mm 至 0.2mm 之 间 ,并 且 最 优选 地 在 约 0.05mm-0.15mm 之 间 。 

[0033] ”在 男 一 方面 ,提供 了 用 于 产生 /分 泌 所 关注 的 生物 剂 的 方法 ,该 方法 包括 在 体外 或 
体内 (包括 在 有 需要 的 患者 体内 ) 培养 上 述 生 物 打 印 的 可 选择 性 渗透 纤维 中 的 一 种 或 多 种 ， 
其 中 该 可 选择 性 渗透 纤维 包含 能 够 产生 /分 泌 所 关注 的 生物 活性 剂 的 生物 材料 ,该 生物 材 
料 沿 生物 打印 纤维 的 长 度 被 分 段 / 分 隔 和 / 或 其 中 所 述 纤维 的 外 壳 层 是 免疫 保护 的 。 


附 图 说 明 

[0034] ”图 1 描绘 了 河 酸 盐 的 甲 基 丙 焕 酸 酯 化 的 反应 方案 。 
[0035] ”图 2 摘 绘 了 两 性 离子 单 体 (例如 , 贷 基 甜 菜 碱 甲 基 丙 烯 酸 酯 (SBMA) ) 和 聚 ( 乙 二 醇 ) 
二 丙烯 酸 酯 (PEGDA) 的 化 学 结构 ,并 且说 明 SBMA 与 PEGDA 的 光 交 联 产 生 有 具有 两 性 离子 侧 基 的 
交 联 水 凝 胶 的 网 络 。 
[0036] ”图 3 描绘 了 根据 实施 方案 的 导致 纤维 -纤维 粘 附 的 示例 性 纤维 构架 和 交 联 策略 。 
[0037] ”图 4 描绘 了 根据 实施 方案 的 可 经 由 点 击 化 学 交 联 水 凝 胶 材料 的 两 性 离子 聚合 物 的 
化 学 结构 。 
[0038] ”图 5A- 图 5F 描 绘 了 所 公开 的 分 析 氧 输送 模型 的 纤维 几何 形状 ,所 示 的 是 芯 - 充 (图 
5A) 和 蕊 - 环 带 - 壳 (图 5D) 纤维 的 代表 性 实例 .将 在 有 限 的 纤维 体积 中 含有 大 量 不 同 大 小 的 
胞 ( 即 胰岛 ) 的 这 些 党 酸 盐 纤维 的 几何 形状 简化 为 其 中 胰岛 体积 以 平均 细胞 体积 分 数 & 
(图 5C、 图 5F) 均匀 分 布 (图 5B、 图 5E) 的 细胞 区 域 。 
[0039] ”图 6A- 图 6D 描 绘 了 所 公开 的 氧 输送 模型 的 纤维 横 截面 ,所 示 的 是 在 不 存在 (图 6A、 
图 6B) 和 存在 (图 6C、 图 6D) 氧 限 制 的 情况 下 示 出 的 芯 - 充 (图 6A、 图 6C) 和 已 - 环 带 - 壳 纤维 (图 
6B、 图 6D) 的 示意 性 横 截 面 , 包 封 剂 材料 以 绿色 示 出 ; 氧 合 和 缺 氧 细胞 层 分 别 以 红色 和 灰色 
示 出 。 由 Ri、R, 和 Rs 表示 的 纤维 尺寸 对 应 于 纤维 、 细 胞 区 域 和 无 细胞 忌 的 半径 ,纤维 周围 的 氧 
分 压 和 细胞 死亡 时 的 氧 分 压 由 R; 和 P) 指 示 。 在 存在 氧 限制 的 情况 下 ,迭代 计算 缺 氧 细胞 层 
て ) 的 径 向 边界 。 
[0040] ”图 7A- 图 7D 描 绘 了 所 公开 的 胰岛 素 分 泌 速 率 模 型 的 纤维 横 截面 。 所 示 的 是 在 不 存 
在 (图 7A、 图 7B) 和 存在 (图 7C、 图 7D) 氧 限制 的 情况 下 示 出 的 芯 - 壳 (图 7A、 图 70) 和 芯 - 环 带 - 
充 纤 维 (图 7B、 图 7D) 的 横 截面 , 包 封 剂 材 料 以 绿色 示 出 ;具有 最 大 和 次 最 大 胰岛 素 分 泌 率 的 
胞 层 分 别 以 红色 和 森 色 示 出 ; 缺 氧 细胞 层 以 灰色 示 出 。 由 Rj、R, 和 Rs, 表示 的 纤维 尺寸 对 应 
于 纤维 、 细 胞 区 域 和 无 细胞 蕊 的 半径 ,纤维 周围 的 氧 分 压 、 最 大 胰岛 素 分 泌 速 率 所 需 的 氧 分 
压 和 细胞 死亡 时 的 氧 分 压 由 PP 和 P) 指 示 。 在 适用 的 情况 下 ,迭代 计算 具有 次 最 大 胰岛 素 
分 泌 速 率 的 细胞 层 (rj) 和 缺 氧 细胞 层 (ry) 的 径 向 边界 。 
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[0041] ”图 8A- 图 8F 描 绘 了 完全 和 氧 合 和 最 大 胰岛 素 分 沁 速 率 情 况 的 纤维 横 截面 。 所 示 的 是 
芯 - 壳 (图 8A、 图 8C、 图 8E) 和 蕊 - 环 带 - 壳 纤维 (图 8B、 图 8D、 图 8P) 的 横 截 面 ,其 中 调整 细胞 体 
积分 数 g 以 获得 具有 最 大 胰岛 素 分 沁 速 率 (图 8A、 图 8B) 或 完 全 気合 (图 8C、 图 8D) 的 细胞 区 
域 . 增 加 细胞 体积 分 数 导 致 超过 完全 氧 合 的 细胞 区 域 的 最 大 g ,导致 缺 氧 细胞 层 的 形成 (图 
8E、 图 8F) 。 包 封 剂 材料 以 绿色 示 出 ;具有 最 大 和 次 最 大 胰岛 素 分 泌 率 的 细胞 层 分 别 以 红色 
和 橙色 示 出 ; 缺 氧 细胞 层 以 灰色 示 出 。 由 Ri、Rz 和 Rs 表示 的 纤维 矿 寸 对 应 于 纤维 ` 细 胞 区 域 和 
无 细胞 蕊 的 半径 ,纤维 周围 的 氧 分 压 、 最 大 胰岛 素 分 泌 速 率 所 需 的 氧 分 压 和 细胞 死亡 时 的 
氧 分 压 由 Ps、P1 和 P, 指 示 , 在 适用 的 情况 下 ,迭代 计算 具有 次 最 大 胰岛 素 分 小 速率 的 细胞 层 
て ) 和 缺 氧 细胞 层 て) 的 径 向 边界 。 
[0042] ”图 9A- 图 9E 摘 绘 了 暴露 于 40mm Hg 的 具有 150hm 免 疫 保护 壳 的 Imm 纤 维 的 理论 氧 合 。 
求解 方程 7 至 9 (参考 下 面 的 实施 例 1) ,以 计算 具有 不 同 水 乎 的 细胞 体积 分 数 s 的 忌 - 壳 (图 
9A、 図 9C、 図 9E) 和 芯 - 环 带 - 壳 (图 9B、 图 9D) 纤维 的 氧 分 布 。 具 有 芯 - 壳 几何 形状 的 纤维 具有 
350-hm 半 径 细 胞 区 域 蕊 ; 芯 - 环 带 壳 纤维 具有 150-pm 的 无 细胞 蕊 ,被 厚度 为 200pm 的 细胞 区 
域 围绕 ,在 这 些 图 中 ,楼 色 虚 线 表示 具有 次 最 大 胰岛 素 分 泌 速 率 的 细胞 层 的 存在 。 
[0043] ”图 10A- 图 10C 描 绘 了 暴露 于 40mm Hg 的 具有 150pm 和 免疫 保护 过 的 1mm 纤 维 的 理论 胰 
岛 素 分 泌 速 率 ,纤维 中 的 每 一 者 的 细胞 负 奏 (图 10A) 。 相 同 纤维 (图 10B) 以 及 具有 经 调整 以 
获得 最 大 胰岛 素 分 泌 速 率 的 各 种 细胞 区 域 厚 度 和 细胞 体积 分 数 s 的 芯 - 环 带 - 壳 纤维 (图 
10C) 的 分 泌 能力 。 在 方 程 11-16 (参考 下 面 的 实施 例 1) 中 使 用 氧 分 布 来 估计 纤维 横 截 面 中 的 
[0044] ”图 11 描 绘 了 用 于 将 来 自 灵敏 度 分 析 的 结果 转换 为 纤维 横 截面 的 关键 ,并 且 与 结合 
图 12A- 图 13D 的 使 用 相关 。 
[0045] ”图 12A- 图 12E 说 明了 在 氧 输 送 和 胰岛 素 分 泌 速 率 模 型 中 使 用 的 参数 的 灵敏 度 分 
析 。 对 于 细胞 体积 分 数 e 二 22.4% (所 有 图 中 的 虚线 ) 的 Imm 记 - 环 带 - 壳 纤 维 , 当 改 变 从 文献 
中 检索 的 模型 参数 值 时 获得 导致 细胞 层 径 向 边界 的 氧 分 布 并 示 于 表 2 中 。 包 封 剂 材料 以 绿 
色 示 出 ; 具有 最 大 和 次 最 大 胰岛 素 分 小 率 的 细胞 层 分 别 以 红色 和 构 色 示 出 ; 缺 氧 细胞 层 以 
灰色 示 出 。 植 入 物 表 面 处 的 氧 分 压 P, (图 12A) 、 最 大 胰岛 素 分 泌 速 率 所 需 的 氧 分 压 P; (图 12B) 
和 细胞 死亡 时 的 氧 分 压 P, (图 12C) 、 细 胞 的 最 大 氧 消 耗 速 率 V (图 12D) 、 细 胞 中 氧 的 扩散 系 
数 (aD) gy (图 12B) 和 深 酸 盐水 凝 胶 中 氧 的 扩散 系数 ((aD) | 和 (aD) 。 ,的 平均 值 ) 图 12P) 的 值 
的 增加 /减少 的 影响 。 
[0046] ”图 13A- 图 13D 说 明了 纤维 参数 的 灵敏 度 分 析 。 对 于 细胞 体积 分 数 s 一 22.4% (所 有 
图 中 的 虚线 ) 的 1-mm 蕊 - 环 带 - 充 纤 维 , 当 改变 纤维 参数 时 ,获得 氧 分 布 和 所 得 细胞 层 径 向 边 
界 . 包 封 剂 材料 以 绿色 示 出 ;具有 最 大 和 次 最 大 胰岛 素 分 泌 率 的 细胞 层 分 别 以 红色 和 橙色 
示 出 ; 缺 氧 细胞 层 以 灰色 示 出 。 在 R, 恒 定 下 增加 /减少 细胞 体积 分 数 s (图 13A) 、 壳 厚度 的 影 
响 。( 图 13B) ,在 环 带 面积 郊 (R2 一 R3) 恒定 (图 13C) 和 环 带 厚 度 R,-R, 恒 定 (图 13D) 下 的 无 
胞 芯 半径 R。。 
[0047] ”图 14A- 图 14B 说 明了 在 本 公开 的 分 析 模 型 中 使 用 的 实心 蕊 单 壳 纤维 的 实际 图 像 和 
简化 的 几何 形状 。 
[0048] ”图 15A- 图 15B 说 明了 本 公开 的 环 带 纤维 的 简化 几何 形状 的 不 同 视 图 。 

[0049] ”图 16 是 具有 关于 在 本 公开 的 环 带 纤维 的 一 些 模 型 中 使 用 的 模型 参数 的 各 种 假设 
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[0067] ”图 28D- 图 28F 说 明了 打印 后 交 联 的 由 特定 组 合 物 (图 28D) 组 成 的 纤维 的 F-F 粘 附 的 
评估 。 图 28E 说 明了 所 测试 的 图 案 化 结构 的 图 像 ,并 且 图 28F 说 明了 图 28E 的 图 案 化 结构 的 纤 
维 的 高 分 辨 率 图 像 。 
[0068] ”图 286- 图 28I 描 绘 了 如 本 文 所 公开 的 从 内 向 外 (I-0) 交 联 方法 的 图 示 (图 286) ,以 
及 经 由 从 外 向 内 (0- 了 ) 交 联 方法 交 联 的 纤维 (图 28H) 与 经 由 I-0 交 联 方法 交 联 的 纤维 (图 
281) 的 比较 。 
[0069] ”图 29 描 绘 了 示 出 来 自 小 鼠 的 基础 c- 肽 血浆 水 平 的 图 ,其 中 将 实心 已 单 壳 纤维 (C/ 
S) 植 入 健康 C57BL/6 小 鼠 。 
[0070] ”图 30 是 示 出 将 包含 PHI 细 胞 的 由 不 同比 例 的 两 性 离子 灌 酸 盐 组 成 的 C/S 纤 维 植 入 
糖尿 病 免 疫 活 性 小 鼠 后 血糖 水 平 随 天 数 变 化 的 图 (图 30) 。 

[0071] 图 31A- 图 31B 是 示 出 在 免疫 活性 糖尿 病 C57BL/6 小 鼠 中 植 入 生物 打印 的 C/S 人 胰岛 
纤维 后 在 腹膜 内 葡萄 糖 耐 量 测 试 后 ,血糖 水 平 随时 间 变 化 的 图 。 
[0072] ”图 32A- 图 32B 是 示 出 来 自 植 入 有 生物 打印 的 C/S$ 人 胰岛 纤维 的 三 只 代表 性 免疫 活 
性 糖尿 病 C57BL/6 小 鼠 的 数据 的 图 ,这些 数据 与 葡萄 糖 广 射 后 的 C- 肽 水 平 有 关 。 
[0073] ”图 33A- 图 33C 是 从 三 只 代表 性 免疫 活性 糖尿 病 C57BL/6 小 鼠 中 取 回 的 生物 打印 的 
C/S 人 胰岛 纤维 的 活 / 死 染色 图 像 。 

[0074] ”图 34A- 图 34B 描 绘 了 免疫 缺陷 型 糖尿 病 小 鼠 中 葡 葡 糖水 平 随 C/S 人 胰岛 红 维 植 入 
后 天 数 变 化 的 图 。 
[0075] ”图 35A- 图 35D 描 绘 了 示 出 在 将 生物 打印 的 C[/S 人 胰岛 纤维 植 入 免疫 缺陷 型 糖尿 病 
小 鼠 后 36 天 和 39 天 (图 35A- 图 35B) 、 以 及 植 入 后 82 天 和 85 天 (图 35C- 图 35D) 开始 的 葡萄 糖 耐 
量 测试 后 ,葡萄 糖水 平 随时 间 变 化 的 图 。 
[0076] ”图 36A- 图 36B 是 示 出 从 植 入 了 C/S 人 胰岛 纤维 的 免疫 缺陷 型 糖尿 病 小 鼠 中 获得 的 
植 入 前 、 植 入 后 ?2 天 和 植 入 后 90 天 (0GTT 后 ) 的 c- 肽 测量 结果 的 图 。 
[0077] ”图 37 描 绘 了 对 在 植 入 后 72 天 和 88 天 从 免疫 缺陷 型 糖尿 病 小 鼠 取 回 的 纤维 装置 进 
行 的 活 / 死 染色 。 
[0078] ”图 38 描 绘 了 具有 含有 原 代 人 胰岛 细胞 聚集 体 的 坏 带 层 的 打印 环 市 纤维 。 
[0079] ”图 39A- 图 39B 摘 绘 了 具有 含有 原 代 人 肝 细 胞 (PHH) 的 环 带 层 的 环 带 纤维 的 图 像 , 图 
39B 包 括 用 于 划分 各 层 的 参考 圆圈 。 
[0080] ”图 40A- 图 40D 摘 绘 了 示 出 与 本 公开 的 已 壳 纤 维 相 比 的 环 带 纤 维 的 生存 力 和 功能 性 
的 数据 .图 40A 示 出 了 让 壳 和 环 带 纤维 在 打印 后 不 同时 间 点 的 活 / 死 染色 图 像 . 图 40B 是 示 出 
蕊 壳 纤 维 相对 于 环 带 纤维 在 不 同时 间 点 的 阿尔 玛 蓝 (alamar blue) 荧光 强度 的 图 ,图 40C 是 
示 出 芯 壳 纤 维 相对 于 环 带 纤 维 的 白 蛋白 产生 (ng/ 百 万 个 细胞 /天 ) 的 图 .图 40D 是 示 出 芯 壳 
纤维 相对 于 环 带 纤维 的 尿素 产生 Wg/ 百 万 个 细胞 /天 ) 的 图 。 
[0081] ”图 41A- 图 41C 描 绘 了 关于 本 公开 的 纤维 的 区 段 的 材料 转换 的 实例 ,图 41A 是 本 公开 
的 一 个 实施 方案 中 的 芯 - 壳 纤维 的 图 示 , 图 41B 描 绘 了 具有 两 种 不 同 壳 材 料 的 纤维 ,并 且 图 
41C 摘 绘 了 具有 两 种 不 同心 材料 的 纤维 。 
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由 于 包 圭 的 细胞 经 由 被 动 扩散 氧 合 ,并 且 通 党 植 入 具有 相对 低 氧 浓度 的 部 位 ,因此 确保 
够 的 氧 扩散 以 维持 细胞 生存 力 和 功能 是 关键 的 。 在 本 发 明 中 ,提供 了 多 层 载 有 细胞 的 纤 
,其 中 含 细 胞 层 被 限制 在 两 个 无 细胞 层 之 间 , 即 从 实心 必 径 向 置换 到 环 带 层 中 。 基 于 与 名 
的 尾 - 壳 纤维 相 比 的 氧 传递 建 模 提 供 优 选 的 几何 形状 ,并 且 灵 敏 度 分 析 说 明了 模型 参数 
纤维 尺寸 的 变化 对 包 封 细胞 的 氧 分 布 及 其 分 泌 速 率 的 影响 。 值 得 注意 的 是 ,如 本 文 进 一 
证 明 的 ,本 发 明 还 能 够 增加 细胞 负载 能 力 ,而 不 损害 包 封 细胞 的 分 泌 能 力 和 /或 触发 包 封 
胞 的 缺 氧 条 件 。 
[0083] ”本 发 明 的 方面 包括 包含 生物 打印 的 和 可 选择 性 渗透 的 纤维 的 组 合 物 , 所 述 纤 维 具 
有 实心 即 非 中 空 ) 的 信和 围绕 该 心 的 一 个 或 多 个 壳 层 ,其 中 该 纤维 包含 至 少 一 种 能 够 产生 
和 /或 分 泌 所 关注 的 生物 活性 剂 的 生物 材料 ,例如 包 埋 在 所 述 实心 人 与 外 壳 层 之 间 的 环 带 
层 中 的 治疗 性 重 白 质 或 核酸 。 在 一 些 实施 方案 中 ,生物 材料 沿 纤维 的 长 度 被 分 段 /分 隔 。 在 
一 些 实施 方案 中 ,纤维 的 最 外 碗 可 以 是 免疫 保护 的 和 /或 促 血 管 生 成 的 。 在 一 些 实施 方案 
中 ,至少 一 个 免疫 保护 层 围绕 环 带 层 ,并 且 至 少 一 个 促 血 管 生 成 层 围绕 所 述 至 少 一 个 免疫 
保护 层 。 
[0084] ”在 一 些 实施 方案 中 ,生物 打印 纤维 的 心 可 包含 至 少 一 种 生物 材料 ,并且 心 可 被 单 
个 这 层 围 绕 。 在 此 类 实例 中 ,单个 帝 层 可 包含 免疫 保护 水 凝 胶 材 料 和 /或 促 血 管 生 成 材料 。 
在 一 些 实施 方案 中 , 心 可 包含 至 少 一 种 生物 材料 ,并 且 心 可 被 免疫 保护 水 凝 胶 层 围绕 ,该 锡 
疫 保护 水 凝 胶 层 继而 被 促 血 管 生成 层 围绕 。 
[0085] ”在 一 些 实施 方案 中 ,生物 打印 纤维 的 必 可 不 仿生 物 材 料 ,并 且 心 可 被 多 个 壳 层 围 
绕 , 在 此 类 实例 中 ,包括 细胞 层 ( 即 , 环 带 层 ) 的 内 层 可 夹 在 例如 芯 与 至 少 一 个 外 元 层 之 间 。 
在 此 类 实例 中 ,该 至 少 一 个 外 却 层 可 包含 免疫 保护 水 数 胶 材料 和 /或 促 血管 生成 材料 ,在 一 
些 实施 方案 中 , 环 带 层 可 以 被 免疫 保护 层 围 绕 , 免疫 保护 层 继而 被 促 血 管 生成 层 围绕 。 任 选 
地 ,在 一 些 实施 方案 中 , 芯 可 包含 拉 伸 强度 和 /或 模 量 比 用 于 增强 的 周围 层 高 的 非 材料 。 

[0086] 在 本 文 所 述 的 附加 实施 方案 中 ,生物 相 容 性 材料 可 沿 纤 维 的 长 度 被 分 段 /分 隔 , 以 
便 在 纤维 (例如 ,被 免疫 效应 细胞 ) 破损 或 其 他 破 猥 的 情况 下 减少 总 细胞 损失 。 在 一 些 实施 
方案 中 ,生物 打印 纤维 的 蕊 包含 至 少 一 种 能 够 产生 所 关注 的 生物 活性 剂 的 生物 材料 ,在 一 
些 实施 方案 中 , 忆 不 含 生物 材料 ,并且 纤 维 进 一 步 包 括 围绕 该 心 的 至 少 一 个 内 环 带 层 ,该 至 
少 一 个 内 环 带 层 包 含 能 够 产生 所 关注 的 生物 活性 剂 的 该 至 少 一 种 生物 材料 .例如 ,在 蕊 包 
含 生物 材料 的 情况 下 ,已 可 包含 沿 纤维 的 长 度 被 分 段 / 分 隔 的 至 少 一 种 生物 材料 ,在 实例 
中 , 心 可 以 是 连续 的 ,但 生物 材料 可 以 是 分 段 的 /分 隔 的 。 在 包括 环 带 层 的 实施 方案 中 , 环 带 
层 可 以 是 连续 的 ,但 其 中 的 生物 材料 可 以 是 分 段 的 /分 隔 的 。 
[0087] 定义: 
[0088] ”出 于 解释 本 说 明 书 的 目的 ,将 应 用 以 下 定义 ,并 且 在 任何 适当 的 时 候 , 以 单数 形式 
使 用 的 术语 也 将 包括 复数 形式 旦 反之 亦 然 .在 所 阐述 的 任何 定义 与 以 引用 方式 并 入 本 文 的 
任何 文件 相 矛 盾 时 ,应 以 下 文 示 出 的 定义 为 准 。 
[0089] ”如 本 文 所 用 , 当 提 及 “细胞 、“ 细 胞 系 *、“ 细 胞 培养 物 ” 或 “细胞 群 * 或 “细胞 的 群体 ” 
时 ,术语 “分 离 的 "是 指 与 细胞 来 源 基 本 上 分 离 , 使 得 活 细胞 细胞 系 、 细 胞 培养 物 、 细 胞 群 或 
细胞 的 群体 能 够 在 体外 培养 延长 的 时 间 段 此 外 ,术语 “分 离 ”可 用 于 指 从 一 组 两 个 或 更 多 
个 细胞 中 物理 选择 一 个 或 多 个 细胞 ,其 中 基于 细胞 形态 和 /或 各 种 标志 物 的 表达 来 选择 允 
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胞 。 
[0090] ”如 本 文 所 用 ,术语 “置换 ”是 指 第 一 材料 或 流体 从 给 定位 置 移 除 第 二 材料 或 流体 的 
能 力 .例如 ,在 一 些 实施 方案 中 ,缓冲 溶液 被 配置 为 从 分 配 通 道内 的 位 置 (例如 ,从 分 配 通道 
的 近 侧 端 部 ) 置换 输入 材料 ,在 一 些 实施 方案 中 ,置换 是 瞬时 置换 ,所 述 有 瞬时 置换 在 小 于 约 
一 秒 内 ,例如 在 约 900、800、700、600、500、400、300、200 或 100 毫 秒 或 更 短 时 间 内 发 生 。 
[0091] ”如 本 文 所 用 ,术语 “固化 ”是 指 在 沉积 时 保持 其 形状 保 真 度 和 结构 完整 性 的 固态 或 
半 固 态 材 料 。 如 本 文 所 ,术语 “形状 保 真 度 ” 表 示 材 料 保 持 其 三 维 形 状 而 不 显 车 扩散 的 能 
力 . 在 一 些 实施 方案 中 ,固化 材料 是 具有 在 约 30 秒 或 更 长 时 间 , 例 如 约 1、10 或 30 分 钟 或 更 长 
时 间 , 例 如 约 1、10、24 或 48 小 时 或 更 长 时 间 的 时 间 段 内 保持 其 三 维 形状 的 能 力 的 材料 。 如 本 
文 所 用 ,术语 “结构 完整 性 ”表示 材料 在 包括 其 自身 重量 在 内 的 负载 下 保持 在 一 起 ,同时 抵 
抗 断裂 或 弯曲 的 能 力 。 
[0092] ”在 一 些 实施 方案 中 ,固化 组 成 是 弹性 模 量 大 于 约 5、10、15、20 或 25 干 帕 (kPa) ,更 优 
选 地 大 于 约 30、40、50、60、70、80 或 90kPa, 还 更 优选 地 大 于 约 100、110、120 或 130kPa 的 组 成 。 
优选 的 弹性 模 量 范 围 包 括 约 5、10、15、20、25 或 50Pa 至 约 80、100、120 或 140kPa。 根 据 本 发 明 ， 
可 根据 输入 材料 的 预期 功能 有 利 地 改变 输入 材料 的 弹性 模 量 ,在 一 些 实施 方案 中 , 较 低 的 
弹性 模 量 用 于 支持 细胞 生长 和 迁移 ,而 在 其 他 实施 方案 中 ,可 使 用 高 得 多 的 弹性 模 量 。 在 一 
些 实施 方案 中 ,弹性 模 量 可 在 纤维 内 的 不 同 层 之 间 变 化 ,在 示例 性 实施 方案 中 ,纤维 的 芯 可 
具有 相对 高 的 弹性 模 量 ,内 部 细胞 层 可 具有 比 芯 更 低 的 模 量 , 外壳 可 甚至 更 低 以 降低 FBR。 
[0093] ”如 本 文 所 用 ,术语 "水 凝 胶 ” 是 指 包含 水 和 亲 水 性 聚合 物 链 的 网 络 或 晶 格 的 组 合 
物 。 
[0094] ”如 本 文 所 用 ,术语 "期 液 ” 或 "期 溶液 "是 指 在 材料 通过 流体 通道 时 至 少 部 分 地 用 于 
包 封 或 “ 包 裏 " 材料 的 流体 。 在 一 難 突 施 方 案 中 , 形 液 包括 水溶 剤 , 例 如水 或 甘 油 。 在 一 勤 穴 
施 方案 中 , 鞘 液 包含 化 学 交 联 剂 . 交 联 剂 的 非 限制 性 实例 包括 二 价 阳离子 (例如 ,Ca”、Ba”、 
Sr“ 等 ) .凝血 酶 和 改变 pH 的 化 学 品 , 诸 如 碳酸 毛 钠 。 
[0095] ”如 本 文 所 用 ,术语 “分 段 /分 隔 ” 是 指 包含 在 本 文 所 公开 的 纤维 的 蕊 或 细胞 层 中 的 
生物 材料 的 不 连续 性 质 ,例如 其 中 在 生物 材料 沿 纤维 长 度 的 沉积 中 存在 有 意 的 间 阶 。 此 类 
区 段 / 隔 室 之 间 的 间隔 (例如 ,长 度 ) 可 以 是 规则 的 (例如 ,生物 材料 的 区 域 之 间 的 间隔 大 致 
相同 ) ,或 者 间隔 可 不 同 。 在 一 些 实施 方案 中 ,生物 材料 的 区 域 可 在 长 度 上 大 致 相同 ,或 者 可 
不 同 。 治 纤维 长 度 的 不 同 区 段 / 隔 室 中 的 细胞 密度 在 不 同 区 段 / 隔 室 之 间 可 相同 或 不 同 。 
ee 如 本 文 所 用 ,术语 "可 选择 性 渗透 的 "是 指 本 公开 的 纤维 的 芯 和 /或 壳 层 允许 一 些 
分 子 或 离子 通过 同时 防止 其 他 分 子 或 离子 通过 的 性 质 。 在 一 些 实 施 方案 中 ,可 选择 性 渗透 
性 质 允 许 较 小 分 子 种 类 通过 而 排除 较 大 分 子 种 类 。 
[0097] ”如 本 文 所 用 ,术语 "实心 心 "是 指 本 公开 的 纤维 的 芯 , 其 由 特定 材料 (例如 ,可 通过 
七 学 交 联 剂 交 联 的 水 凝 胶 ) 构成 ,使 得 蕊 不 不 旨 在 指 
沿 其 长 度 完全 不 可 渗透 的 蕊 ,因为 本 公开 的 实心 芯 可 使 特定 流体 、 分 子 和 /或 离子 种 类 能 够 
通过 整个 心 。 
[0098] ”如 本 文 所 用 ,术语 “ 坏 带 纤维 "是 指 由 实心 芯 和 围绕 该 实心 芯 的 一 个 或 多 个 壳 层 组 
成 的 纤维 。 在 实施 方案 中 , 环 带 纤维 的 芯 被 第 一 内 壳 和 第 二 外 壳 围 绕 , 尽 管 具有 更 多 数量 的 
売 (例如 ,三 个 .四 个 ` 五 个 或 更 多 个 ) 的 纤维 包括 在 本 公开 的 环 带 纤维 的 定义 内 。 在 心 被 第 
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一 内 壳 和 第 二 外 壳 围 绕 的 实施 方案 中 ,第 一 内 壳 可 包含 生物 材料 ,例如 细胞 群 , 并 且 第 二 外 
充 可 包含 免疫 保护 层 和 /或 促 血管 生成 层 , 在 具有 超过 两 个 围绕 芯 的 充 层 的 实施 方案 中 , 草 
绕 心 的 环 带 层 可 包含 生物 材料 ,免疫 保护 层 可 围绕 环 带 层 , 并 且 促 血管 生成 层 可 围绕 免疫 
保护 层 。 在 实施 方案 中 ,生物 材料 沿 包含 生物 材料 的 特定 壳 层 的 长 度 被 分 段 /分 隔 。 
[0099] ”如 本 文 所 用 ,术语 “生物 相 容 性 材料 ”是 指 如 下 材料 ,其 中 生物 材料 (包括 但 不 限 
细胞 ) 可 并 入 到 所 述 生 物 相 容 性 材料 中 和 /或 与 所 述 生物 相 容 性 材料 接触 并 且 其 中 所 述 4 
物 相 容 性 材料 对 生物 材料 执行 一 种 或 多 种 功能 (例如 ,细胞 功能 ,包括 但 不 限于 生物 相关 
子 种 类 的 分 泌 激动 剂 / 受 体 结 合 、 信 号 转 导 等 ) 的 能 力 不 表 现 出 不 利 影响 。 如 本 文 所 公开 的 
生物 相 容 性 材料 的 实例 可 包括 但 不 限于 江 酸 盐 、 官 能 化 党 酸 盐 (例如 RGD- 澡 酸 盐 YIGSR- 演 
酸 盐 ) .胶原 和 蛋白、 胶原 蛋白 -1、 基 底 膜 蛋白 、 胶 原 蛋 白 -4、 胶 原 蛋 白 -2、 纤 连 和 蛋白、 纤维 蛋白 、 
明胶 、 玻 连 蛋 白 ` 层 粘连 蛋白 、 脱 细胞 化 的 胞 外 基质 (dECM) 、 透 明 质 酸 (HA) 、 聚 乙 二 本 (PEG) 、 
PEGDA 和 其 他 官能 化 PEG、 纤 维 蛋 白明 胶 、 甲 基 丙 烯 酰 明 胶 (GEL-MA) ` 丝 、 壳 聚 糖 ` 纤 维 素 、 聚 
低 聚 ( 乙 二 醉 ) 甲 基 酸 甲 基 琴 烯 酸 酯 (POEGMA) 、 组 装 肽 水 凝 胶 、 或 它们 的 组 合 。 
[0100] ”如 本 文 所 用 ,术语 “官能 化 藻 酸 盐 ” 是 指 经 化 学 修饰 以 包括 在 制造 本 公开 的 纤维 中 
有 利 的 一 种 或 多 种 特性 的 党 酸 盐 。 官 能 化 消 哆 盐 的 实 个 包括 但 不 限于 甲 基 丙 烯 酸 酯 化 湾 本 

盐 、 哮 喃 党 酸 盐 、 硫 醇 澡 酸 盐 、 轧 来 酰 亚 胺 党 酸 盐 、RGD- 深 酸 盐 .YIGSR- 澡 酸 盐 和 共 价 点 击 治 
酸 盐 (例如 , 与 DMAPS-A1d 和 /或 DMAPS-Hzd 共 混 的 深 酸 盐 ) 。 
[0101] ”如 本 文 所 用 ,术语 “免疫 保护 ”广泛 地 指 本 公开 的 纤维 的 设计 方面 ,其 用 于 减少 、 防 
止 或 消除 宿主 免疫 反应 ,包括 例如 在 将 纤维 植 入 身体 (例如 哺乳 动物 身体 ) 后 纤维 的 免疫 
胞 侵袭 ,在 一 些 实施 方案 中 ,本 公开 的 外 充 层 可 不 含 任何 细胞 材料 ,在 一 些 实施 方案 中 ,外 
壳 层 可 由 水 凝 胶 材 料 组 成 ,例如 包含 党 酸 盐 ` 壳 聚 灶 `.GEL-MA、PEG、PEDGA、 多 尼 PEG 丙 烯 酸 酯 
(PEGTA 和 PEFOA) (和 其 他 基于 PEG 的 材料 ) .POEGMA、 甲 基 丙 烯 酸 酯 化 透明 质 酸 、 硫 醇化 透明 
质 酸 、DMAPS-A1d、DMAPS-Hzd、 聚 -L- 赖 氟 酸 (PLL) 、 三 中 (Qingsheng 等 人 , 
Biomaterials.2020;230:119640) 等 中 的 一 种 或 多 种 的 水 凝 胶 材 料 . 在 一 些 实例 中 ,免疫 保 
护 水 凝 胶 材料 可 包含 例如 官能 化 党 酸 盐 。 
[0102] ”如 本 文 所 用 ,术语 “ 促 血 管 生 成 ”广泛 地 指 用 于 促进 血管 生长 到 本 公开 的 纤维 中 
和 /或 其 周围 的 本 公开 的 纤维 的 设计 方面 。 促 血管 生成 材料 可 包括 可 生物 降解 材料 ,包括 但 
不 限于 纤维 有 蛋白、 胶原 和 蛋白、 明胶 、.GEL-MA、 脱 细胞 化 的 胞 外 基质 (dECM) 、 聚 甲 基 丙 烯 酸 、 
RGD- 深 酸 盐 、 YIGSR- 澡 酸 盐 .透明 质 酸 (HA) 等 。 
ee 如 本 文 所 用 ,术语 “ 剂 " 是 指 任何 和 蛋白质、 核酸 分 子 (包括 经 化 学 修饰 的 核酸 分 子 )、 
抗体 、 小 分 子 、 有 机 化 合 物 、 无 机 化 合 物 或 其 他 所 关注 的 分 子 。 剂 可 包括 生物 相关 剂 、 治 疗 
或 药剂 。 治 疗 剂 或 药剂 是 当 以 与 本 公开 一 致 的 方式 向 受 试 者 施用 时 单独 或 与 附 
加 化 合 物 一 起 诱导 期 望 的 反应 (诸如 诱导 治疗 或 预防 效果 ) 的 治疗 剂 或 药剂 .生物 相关 剂 是 
支持 男 一 生物 过 程 的 剂 ,例如 支持 细胞 生存 力 的 剂 。 

[0104] ”输入 材料 ; 
[0105] ”本 发 明 的 方面 包括 可 以 用 于 打印 纤维 结构 的 输入 材料 ,在 一 些 实施 方案 中 ,输入 
材料 包括 水 凝 胶 ,水 凝 胶 的 非 限制 性 实例 包括 洒 酸 盐 、 琼 脂 糖 、 上 胶原 和 蛋白、 纤维 蛋白 原 、 明 
胶 、 壳 聚 糖 、 基 于 透明 质 酸 的 凝 胶 , 或 它们 的 任何 组 合 。 多 种 合成 水 凝 胶 是 已 知 的 并 且 可 以 
] 于 本 文 提 供 的 系统 和 方法 的 实施 方案 中 。 例 如 ,在 一 些 实施 方案 中 ,一 种 或 多 种 水 凝 胶 形 
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] 于 增加 F-F 粘 附和 /或 体内 稳定 性 ,在 实例 中 , 充 材 料 可 包含 丙烯 酸 酯 化 两 性 离子 单 体 ( 例 
如 ,人 磺 基 甜 呆 碱 甲 基 丙 烯 酸 酯 (SBMA) ) 和 交 联 剂 (例如 , 聚 ( 乙 二 醇 ) 二 丙烯酸 酯 (PEGDA) ) 。 在 
此 类 实例 中 ,两 性 离子 单 体 与 PEGDA 的 光 介 导 交 联 可 使 所 得 交 联 聚 合 物 基质 (图 2) 超 杀 水 ， 
并 且 因 此 较 不 易于 产生 异物 反应 (FBR) 。 在 图 3 中 示例 性 地 描述 了 示例 性 打印 策略 和 交 联机 
制 。 
[0110] ”在 一 些 实施 方案 中 ,水 凝 胶 材 料 可 经 由 点 击 化 学 交 联 。 例 如 ,可 使 用 包含 两 性 离子 
里 休 和 酔 基 序 (例如 , [2- ( 甲 基 丙 烯 酰 氧 基 ) 乙 基 ] 二 甲 基 - (3- 磺 肉 基 ) 所 氧化 铵 (DMAPS) - 
长 ,在 本 文中 称 为 “DMAPS-Ald”) 以 及 两 性 离子 单 体 和 酰 腓 基 序 (例如 ,DMAPS- 酰 脐 , 在 本 文 
中 称 为 “DMAPS-Hzd”) 的 共聚 物 ,uDMAPS-Ald (也 称 为 Zwitt A 和 DMAPS-Hzd (也 称 为 Zwitt 了 鳃 
的 化 学 结构 在 图 4 中 捅 绘 , 醛 易于 与 酰 腓 反 应 ,从 而 形成 共 价 交 联 的 水 凝 股 。 由 于 聚合 物 主 
链 中 存在 两 性 离子 单 体 ,这 些 聚 合 物 可 表现 出 低 蛋 白质 结合 特性 。 在 实施 方案 中 ,这 些 聚 合 
物 中 的 一 种 可 与 壳 中 的 湾 酸 盐 共 混 。 在 打印 之 后 ,可 将 该 结构 浸没 在 含有 抗衡 组 分 的 溶液 
中 ,这 继而 将 导致 纤维 之 间 的 共 价 交 联 桥 , 从 而 导致 F-F 粘 附 。 
[0111] ”在 一 些 实施 方案 中 ,输入 材料 可 包含 不 可 生物 降解 的 聚合 物 , 在 实例 中 ,输入 材料 
可 以 是 合成 聚合 物 ,例如 聚 乙酸 乙 烯 酯 (PVA) 。 在 一 些 实施 方案 中 ,输入 材料 可 包含 透明 质 
酸 (HA) 。 
[0112] ”在 一 些 实施 方案 中 ,输入 材料 可 包含 自 组 闭 肽 .本文 所 讨论 的 自 组 装 肽 是 指 包含 
组 装 形成 纳米 结构 的 短 氨 基 酸 序列 或 重复 氨基 酸 序 列 的 单 体 的 材料 。 肽 组 装 显示 出 独特 的 
物理 化 学 和 生物 化 学 活性 ,这 取决 于 它们 的 形态 、 大 小 和 反应 性 表面 积 的 可 及 性 (Lee S 等 
人 ,Int J Mol Sci. (2019) ;23:5850;Yu 2 等 人 ,Curr.Pharm.Des. (2015) ;21:4342-4354; 
KisidayJ 等 人 ,Proc.Natl.Acad.Sci.USA. (2002);99:9996.doi:10.1073/ 
pnas.142309999;XingR 等 人 ,Biomacromolecules. (2017) ;18:3514-3523) 。 

[0113] ”下 表 1 是 本 公开 所 涵 瘟 的 生物 材料 的 列表 。 应 当 理 解 , 在 本 公开 的 纤维 及 其 构造 方 
法 中 可 使 用 其 他 材料 。 表 1 不 仅 包 括 输入 材料 ,还 包括 如 下 面 进 一 步 详细 讨论 的 附加 材料 。 
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表 1: 用 于 纤维 生成 的 生物 材料 


生物 材料 
莱 酸 盐 
摧 响 葵 酸 盐 
马 来 酰 亚 胺 汪 酸 吉 内 部 合成 
四 嗪 莹 酸 盐 
降 冰 片 炳 荣 酸 盐 
区 本 水酸基 
磺 基 拜 菜 碱 两 性 离子 改 性 的 菏 酸 盐 | 内 部 合成 
酰 肝 菏 酸 盐 内 部 合成 
琼脂 糖 商 购 
沉 聚 糖 商 购 (OligoMedic) 

14 


明 股 甲 基 内 炊 酸 酷 内 部 合成 

明胶 硫 醇 内 部 合成 

透明 质 酸 商 购 (Advanced BioMatrix) 
甲 基 丙烯 酸 酯 化 透明 质 酸 商 购 (Advanced BioMatrix) 
硫 醇化 透明 质 酸 
ll 
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8- 辟 PEG 丙烯酸 酯 (PEGOA) 商 购 (Jenkem Technology) 
4- 診 PEG 硫 醇 商 购 (Jenkem Technology) 
4- 居 PEG 马 来 酰 亚 胺 商 购 (Jenkem Technology) 
4- 診 PEG 乙烯 砚 商 购 (Jenkem Technology) 
4- 共 PEG 降 冰 片 烯 商 购 (Jenkem Technology) 
PVA 丙烯 酰胺 BioCure 


[0115] | [2-( 甲 基 两 烯 酰 氛 基 ) 乙 基 ] 二 甲 基 - | Todd Hoare Lab (McMaster 
(3- 礁 西 基 ) 気 気化 後 (DMAPS)- 酔 ”| University, Hamilton, 
(DMAPS-Ald) Ontario) 

[2-( 甲 基 两 烯 酰 氛 基 ) 乙 基 ] 二 甲 基 - | Todd Hoare Lab (McMaster 
(3- 磺 两 基 ) 氢 氧化 铵 (DMAPS)- 酰 肝 | University, Hamilton, 


(DMAPS-Hzd) Ontario) 
聚 甲 基 丙 烯 酸 内 部 合成 和 商 购 
[0116] ”附加 的 组 分 : 


[0117] ”根据 本 发 明 的 实施 方案 的 输入 材料 可 包含 支持 活 细胞 生存 力 的 多 种 天 然 或 合成 
肾 合 物 中 的 任 一 种 ,包括 例如 汇 酸 盐 、 层 精 连 蛋白 、 纤 维和 异 白 、 透 明 质 酸 、 基 于 聚 乙 二 醇 的 凝 
胶 、 明 胶 、 壳 聚 糖 、 琼 脂 糖 或 它们 的 组 合 . 在 一 些 实施 方案 中 ,主题 生物 江水 组 合 物 在 生理 上 
是 相 容 的 , 即 有 利于 细胞 生长 ,分 化 和 通讯 ,在 某 些 实施 方案 中 ,输入 材料 包括 一 种 或 多 种 
生理 基质 材料 或 它们 的 组 合 。 “生理 基质 材料 ”是 指 在 天 然 哺 乳 动物 组 织 中 发 现 的 生物 材 
料 , 此 类 生理 基质 材料 的 非 限制 性 实例 包括 : 纤 连 蛋白 血小板 反 应 蛋白 、 糖 胺 聚 糖 (GAG) 
(例如 ,透明 质 酸 6- 硫酸 软骨 素 、 人 硫酸 皮肤 素 、4- 硫 酸软 骨 素 或 硫酸 角 蛋 白 ) 脱氧 核糖 核酸 
(DNA) 、 烙 附 糖 蛋 白 和 胶原 蛋白 (例如 ,胶原 蛋白 工 胶 原 和 蛋白 II\ 胶 原 蛋 白 III、 胶 原 蛋 白 IV、 
胶原 蛋白 V、 胶 原 蛋 白 VI 或 胶原 蛋白 XVIII) 。 

[0118] ”治疗 性 细胞 群 
[0119] ”根据 本 发 明 的 实施 方案 的 输入 材料 可 并 入 有 任何 哺乳 动物 细胞 类 型 ,包括 但 不 限 
于 干细胞 (例如 , 肽 胎 干 细胞 、 成 体 干 细胞 .诱导 多 能 干细胞 ) ` 生 殖 细 胞 .内径 层 细 胞 (例如 ， 
肺 细 胞 、 肝 细胞 、 胰 脾 细 胞 、 胃 上 肠 道 细胞 或 泌尿 生殖 道 细胞 ) 、 中 胚层 细胞 (例如 ,肾脏 细胞 、 
骨 细 胞 、 肌 细胞 、 内 皮 细 胞 或 心脏 细胞 ) 和 外 胚层 细胞 (皮肤 细胞 、 神 经 系统 细胞 、 垂 体 细 胞 
或 眼 细胞 ) \ 干 细胞 来 源 的 细胞 或 它们 的 任何 组 合 。 
[0120] ”例如 ,输入 材料 可 包含 来 自 内 分 泌 腺 和 外 分 小 腺 的 细胞 ,包括 胰腺 (a、B、5、e、Y)、 
] 细胞 .Kuppfer 细 胞 `Stelate 细 胞 、 塞 状 隙 细胞 ) .甲状 腺 ( 滤 泡 细胞 ) 、 松 果 体 腺 ( 松 
果 体 细胞 ) 、 垂 体 腺 ( 促 生 长 激素 细胞 `. 乳 促 素 细胞 、 促 性 腺 激素 细胞 、 促 肾上腺 皮质 激素 名 


泡 和 促 甲 状 腺 激素 细胞 ) 、 胸 腺 (胸腺 细胞 .胸腺 上 皮 细 胞 .胸腺 基质 细胞 ,肾上腺 (皮质 
泡 、 哺 铭 细胞 ) 卵巢 顺 粒 性 细胞 ) 、. 奋 丸 ( 则 质 细胞 ) 、 胃 肠 道 ( 肠 内 分 泌 细胞 -肠胃 胰腺 ) 、 
成 纤维 细胞 .软骨 细胞 .半月 板 纤维 软骨 细胞 . 骨 散 基质 ( 干 ) 细胞 .胚胎 干细胞 、 间 充 质 干 
@ .诱导 多 能 干细胞 ` 分 化 干细胞 、 组 织 来 源 的 细胞 ` 平 滑 肌 细胞 .骨骼 肌 细胞 ,心肌 细胞 、 上 
皮 细 胞 内 皮 细胞 、 成 肌 细 胞 ,成 软骨 细胞 ,成 骨 细 胞 、 破 骨 细胞 以 及 它们 的 任何 组 合 。 

[0121] ”细胞 可 以 从 供 体 ( 同 种 异体 ) 或 接受 者 (自体) 获得 .具体 地 ,在 实施 方案 中 ,细胞 可 
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不 限于 人 、` 猴 ` 狗 、 牛 ` 马 、 猪 、 台 
细胞 ,在 其 
[ 


0122] 


[0123] 


来 源 的 肝 细 用 


得 ,或 从 将 要 西 入 台 


人民 上 和 


FF 山羊 、 猫 、x 
胞 可 以 来 源 于 动物 , 作 
各 中 ,输入 材料 可 包含 :人 
些 实施 方案 中 ,治疗 | 


本 
群 、 或 PDX1 阳 性 
泌 2 NE 


细胞 群 、 或 内 分 
包括 它们 经 纯 
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9 受 试 者 获得 。 
鼠 。 在 一 个 实施 方案 中 ,细胞 是 人 
竹马 多 或 任何 其 他 哺乳 动物 。 


Ey 


甫 乳 动 物 物种 包括 但 


干细胞 来 源 的 B 细 胞 、 措 种 胰 咏 


隐 或 胞 群 是 胰腺 祖 细 胞 或 细胞 


细胞 或 细胞 群 或 多 激素 或 单 激素 内 分 


入 材料 可 包含: 人 


经 富 集 的 细胞 或 细胞 群 。 


E 肝 细胞 和 /或 胆管 细胞 、 干 细胞 


肝 细 胞 ,在 案 中 ,治疗 性 细胞 或 细胞 辞 是 肝 & 


胞 祖 外 胞 或 2 


具有 回 色 原 2 


[0124] 

活性 剂 ( 例 糖 素 素 、 饥 饿 素 . 胰 多 肽 、 
稀 、 人 第 和 质 .外 来 体 等 胞 群 , 本 文 所 讨论 的 内 源 ' 
天 然 产 生 的 那些 i NN 
构成 本 公开 尼 

[0125] 中 FI 分 


胞 , 包括 成 


细胞 、MSC。 


该 至 少 一 种 生物 材料 包含 表达 /分 泌 一 种 或 多 种 内 源 性 生物 
千 牛 成 因子 、 生 长 因子 激素、 抗体 、 
:生物 活性 剂 包 括 细胞 在 生物 环境 中 


人 的 用 


o 和 证 
te oT 4 
こうき 


本 公 電 的 池 


的 胰岛 素 释 放 ) 。 内 源 性 生物 活性 剤 可 


含 分 密 特 定 因子 的 工 和 


可 以 来 自己 建立 的 


泌 特 定 因子 的 基因 工程 化 细胞 。 如 上 所 讨 
细胞 (例如 基因 工程 化 细胞 ) ,这 在 


者 可 以 是 经 过 基因 工程 和 /或 操 


年 以 所 上 


包 。 在 一 些 实施 方 


以 在 相同 结 A 


[0126] 


nt Reports.2013;65:1075); 


胞 类 型 。 


[的 基因 工程 技术 可 


案 中 ,也 可 以 使 用 组 织 片 ,所 述 组 织 片 可 


附 、 鐘 指 核酸 格 


列 相 共 核 酸 楓 


包括 但 


:重组 DNA (rDNA) 技术 (Stry jewska 


使 用 靶 向 核酸 酶 (例如 大 范围 核酸 


录 激 活 因子 样 效应 物 核 酸 
。(CRISPR-Cas。) 等 的 


每 (TALEN) 、 成 复 规 则 间隔 的 短 回 文 重复 


Tyr 


胞 工程 (Lim 等 人 ,Nature 


Communications.2020;11:4043;Stoddard BL,Structure.2011:19 (1) :7-15;Gaj 等 


Trends Biotechnol.2013;31(7) :397-405;Hsu 等 
人 ,Nat Biotechnol.2010;29(2) :143-148) ;基于 使 


ya 


特异 性 重 


细胞 工程 (0sborn 等 人 ,Mol Ther.2013;21 (6) 
Nat Biotechnol.2009;27(9) :851-857;Uhde-Stone 等 


人 ,Cell.2014;157 (6) :1262;Miller 等 


每 系统 (例如 ,Cre-Lox) 的 位 点 
: 1151 -1159:Hockemeyer 等 人 , 


人 ,RNA.2014,20(6) :948-955;Ho 等 


人 ,Nucleic Acids Res.2015:43 (3) : e17:Sengupta 等 人 ,Journal of Biological 


Engineering.2017:11 (45) : 1 -9) 等 。 有 


的 一 中 


[0127] 


:一些 实 施 方案 


中 ,可 使 用 上 述 用 于 细胞 工程 的 技术 


函 
但 不 限于 重 折原 肽 、 酸 例 


如 ,DNA、RNA、mRNA、siRNA、miRNA、 核 酸 美 似 物 ) 、 肽 核酸 、 适 体 、 


或 多 种 治疗 3 


细胞 ,该 一 种 或 多 种 治疗 剂 包括 


抗体 或 其 片 


和 人 変体 、4 
小 分 子 、 药 物 ( 例 


段 或 部 分 抗原 或 表 位 、 激 素 、 激 素 持 抗 认 


` 生 长 因子 或 重组 生长 因子 及 其 片段 


微生物 化 合 物 、 搞 类? 


|\ 抗 真菌 剂 、 抗 病毒 剂 . 毒 素 、 前 药 、 


和 ) 、 或 它们 的 任何 组 合 。 


基 酸 、 维 生 素 、 


J 工程 化 细胞 包 


体 和 微 泡 ) 的 2 
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且 特 定 细 胞 类 型 可 被 基因 工程 化 以 产生 具有 特定 货物 的 BV 也 在 本 公开 的 范围 内 ,EV 包括 用 
于 增强 例如 外 来 体 介 导 的 向 所 关注 组 织 的 递送 的 靶 向 技术 也 在 本 公开 的 族 围 内 。 此 类 技术 
可 与 例如 外 来 体 的 固有 生物 学 组 合 以 驱动 体内 行为 (Zeh 等 人 ,PLOS One.2019;14 (8) : 


e0221679;Gurung 等 人 ,American Society for Cell and Gene Therapy Poster 


I 
dT 


加 


Presentation,2020;Zickler 和 Andaloussi ,Nature Biomedical Engineering .2020:4:9- 
11:Zipkin,Nature Biotechnology.2019;37 (12) :1395-1400;Wiklander 等 人 ,Science 
Translational Medicine.2019;11 (492) : eeav8521 GOrgens 等 人 ,JExtrace11 
Vesicles.2019:8(1) :1587567:Wiklander 等 人 ,Front Immunol1 .2018:13 (9) : 1326:Corso 
等 人 ,Scientific Reports.2017:7:11561:Cooper 等 人 ,Mov Disord.2014 29(12) :1476- 
85:Andaloussi 等 人 ,Nature Reviews Drug Discovery .2013:12:347-357:Alvarez - 
Erviti 等 人 ,Nature Biotechnology.2011;29:341-345; 美 国 专利 申请 号 2019/0167810; 美 
国 专利 申请 号 2020/0109183) 。 在 一 些 实施 方案 中 ,EV 本 吴 可 并 入 到 本 公开 的 纤维 的 特定 层 
中 (Kaiqi 等 人 ,Theranostics.2019:9(24) :7403-7416) 。 
[0129] ”在 实施 方案 中 ,本 公开 的 治疗 性 细胞 可 被 修饰 以 包含 至 少 一 种 机 制 , 用 于 在 移植 
到 同 种 异体 宿主 中 ,例如 在 本 公开 的 组 织 纤 维 中 时 ,在 移植 部 位 提供 局 部 免疫 抑制 。 在 实例 
中 ,一 个 或 多 个 细胞 可 包含 一 组 转基因 ,每 个 转基因 编码 细胞 质 的 \ 膜 结合 的 或 局 部 作用 的 
基因 产物 ,并 且 其 功能 可 包括 但 不 限于 减轻 抗原 呈 递 细胞 的 活化 和 功能 ;减轻 移植 物 攻 击 
白细胞 活性 或 细胞 溶解 功能 ;减轻 巨 史 细胞 的 细胞 溶解 功能 和 同 种 异体 移植 物 细胞 的 吞噬 
作用 ;在 攻击 移植 物 的 白细胞 中 诱导 调 亡 ;减轻 局 部 炎 性 蛋白 ;以 及 防止 白细胞 介 导 的 细 有 j 
调 亡 (W02018/227286;Harding 等 人 ,BioRxiv.2019;D0I:10.1101/716571;Lanza 等 
Nature Reviews Imnunology.2019;19:723-7331;Harding 等 人 ,Cell Stem Cell.2020;27 
(2) :198-199) 。 
[0130] 在 实施 方案 中 ,本 公开 的 治疗 性 细胞 可 以 对 细胞 增殖 发 挥 控 制 的 方式 进行 修饰 。 
人 为 实例 ,细胞 可 在 细胞 分 裂 基因 座 (CDU 处 被 基因 修饰 以 包含 负 选 择 性 标记 和 /或 基于 请 
导 型 激活 因子 的 茜 因 表达 系统 ,由 此 通过 添加 或 去 除 适当 的 诱导 物 使 得 能 够 控制 介 许 、 消 
除 和 /或 抑制 经 基因 修饰 的 细胞 的 增殖 (W02016/141480;Liang 等 人 ,Nature.2018;563 
(7733) :701-704) 。 
[0131] ”哺乳 动物 细胞 的 适当 生长 条 件 在 本 领域 中 是 众所周知 的 (Freshney,R.1.(2000) 
Culture of Animal Cells,a Manual of Basic Technique.Hoboken N.J.,John Wiley& 
Sons;Lanza 等 人 Principles of Tissue Engineering,Academic Press; 第 2 版 ,2000 年 5 月 
15 日 ;和 Lanza&Atala,Methods of Tissue Engineering Academic Press; 第 1 版 ,2001 年 
10 月 ) 。 细 胞 培养 基 通 党 包括 必 和 需 的 营养 物 和 任 选 的 附加 元 素 , 例 如 生长 因子 、 盐 \ 矿 物质 、 
维生素 等 ,它们 可 以 根据 所 培养 的 细胞 类 型 进行 选择 ,可 以 选择 特定 成 分 以 增强 细胞 生长 、 
分 化 ,特定 蛋白 质 的 分 泌 等 .通常 ,标准 生长 培养 基 包 括 杜 尔 贝 科 改 展 伊 格 尔 培养 基 、 低 葡 
萄 糖 (DMEM) ,含有 110mg/L 肉 酮 酸 和 合 氨 酰胺 , 辅 以 10% 至 20% 胎 牛 血 清 (FBS) 或 小 牛 血清 
100U/ml1 青 霉 素 ,这 与 本 领域 技术 人 员 熟 知 的 各 种 其 他 标准 培养 基 一 样 合适 。 生 长 条 从 
根据 使 用 的 哺乳 动物 细胞 类 型 和 所 需 组 织 而 有 所 不 同 。 
[0132] ”在 一 些 实施 方案 中 ,细胞 类 型 特异 性 试剂 可 以 有 利 地 用 于 受 试 者 输入 材料 中 以 
于 对 应 细胞 类 型 .例如 ,可 以 直接 从 所 关注 的 组 织 中 提取 细胞 外 基质 (“ECM”) ,然后 将 其 溶 
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解 并 结合 到 输入 材料 中 ,以 生成 用 于 打印 组 织 的 组 织 特异 性 输入 材料 .此 类 ECM 可 以 容易 地 
从 患者 样本 中 获得 和 /或 可 从 例如 zPredicta (rBone ", 可 在 zpredicta.com/home/products 
获得) 的 供应 商 商 购 。 
[0133] 活性 剤 : 
[0134] ”在 一 些 方面 ,本 发 明 的 实施 方案 可 包含 在 打印 期 间 添 加 到 本 公开 的 纤维 中 的 至 少 
种 活性 剂 ,例如 帮助 促进 细胞 生长 和 /或 分 化 的 生物 相关 剂 。 此 类 活性 剂 的 非 限制 性 实例 
包括 TGF-B1、TGF-B2、TGF-B3、BMP-2、BMP-4、BMP-6、BMP-12、BMP-13、 碱 性 成 纤维 细胞 生长 因 
子 、 成 纤维 细胞 生长 因子 -1、 成 纤维 细胞 生长 因子 -2、 血 小 板 源 性 生长 因子 -AA、 血 小 板 源 性 
生长 因子 -BB、 富 血小板 血浆 、IGF-I、IGF-II、GDF-5、GDF-6、GDF-8、GDF-10、 血 管内 皮 细 胞 源 
性 生长 因子 、 多 效 生长 因子 、 内 皮 素 、 烟 酰胺 、 胰 高 血糖 素 样 肽 -I、 胰 高 血糖 素 样 肘 -II\ 甲 } 
稼 腺 激素 、. 妥 生生 白 -C、\ 原 弹性 和 蛋白、 凝血 酶 源 性 肽 、 层 粘连 蛋白 含有 细胞 结合 域 的 生物 j 
和 含有 肝素 结合 结构 域 的 生物 肽 治疗 剂 ,以 及 它们 的 任何 组 合 。 
[0135] ”附加 活性 剂 可 包括 但 不 限于 和 蛋白质、 肽 .核酸 类 似 物 、 核 昔 酸 、 寡 核 酸 、 核 酸 
(CONA、RNA、SsiRNA、mRNA)、 肽 核酸 、 适 体 、 抗 体 或 其 片段 或 部 分 .抗原 或 表 位 、 激 素 、 激 素 持 抗 
剂 . 生 长 因子 或 重组 生长 因子 及 其 片段 和 变 体 、 细 胞 因子 \ 酶 .抗生素 或 抗 微 生物 化 合 物 、 抗 
炎 剂 . 抗 真 阔 剂 、 抗 病毒 剂 、 毒 素 、 前 药 、 小 分 子 、 药 物 ( 人 例如, 药物、 染料、 氨基酸、 维生素 、 搞 
氧化 剂 ) 或 它们 的 任何 组 合 。 
[0136] ” 适 于 包含 作为 输入 材料 的 抗 炎 和 抗 纤维 化 因子 的 非 限 制 性 实例 包括 :类 回 醇 (地 
塞 米 松 )、 吡 非 尼 酮 .前 列 腺 素 激 动 剂 ( 布 他 前 列 素 )、 雷 由 雪 素 .GW2580 等 。 
[0137] ”适合 包含 在 输入 材料 中 的 抗生素 的 非 限制 性 实例 包括 :氨基 糖苷 类 (例如 ,新 霉 
素 ) 、 安 沙 霉 素 类 、 碳 头孢 烯 、 碳 青 霉 烯 类 、 头 孢 菌 素 类 (例如 ,头孢 哗 啉 、 头 孢 克 洛 、 头 孢 托 
仑 、 头 孢 托 仑 、 头 孢 托 罗 ) 、 糖 肽 类 (例如, 万古 睾 素 ) \、 大 坏 内 酯 类 (例如 , 红 霉 素 . 阿 奇 霉 素 ) 、 
单 内 酰 环 类 、 青 考 素 类 ( 例 如 , 阿 慕 西 林 、 気 玉 青 窒素 、 気 中 西 林 、 双 気 西 林 、 無 気 西 林 ) 、 多 肽 
类 (例如 , 杆 落 肽 、 多 粘 菌 素 B) 、 唑 庄 酮 类 (例如, 环 琴 沙 星 、 依 庄 沙 星 、 加 蔡 沙 星 、 氧 气 沙 星 
等 ) 、 磺 胺 类 (例如 , 柳 氮 磺胺 吡啶 、. 甲 氧 葵 啶 、 甲 氧 革 啶 -磺胺 甲 恶 唑 (复方 新 诺 明 )) 、 四 环 素 
类 ( 例 如 , 弾 力 窒素 、 米 千束 素 、 四 束 素 等 ) ` 氧 霉 素 、 林 可 雪 素 、 克 林 霉 素 、 乙 胶 丁 醇 、 莫 匹 罗 
星 . 甲 硝 哗 、 吡 嗪 酰胺 、 甲 砚 霉 素 、 利 福 平 、 甲 砚 老 素 、 氮 茶 砚 、 氧 法 齐 明 、 奎 奴 普 丁 、 甲 硝 唑 、 
利 奈 唑 胶 、. 异 烟 肝 、 磷 霉 素 `. 夫 西 地 酸 ,或 它们 的 任何 组 合 。 
[0138] ”抗体 的 非 限制 性 实例 包括 : 阿 昔 单 抗 阿 达 木 单 抗 阿 仓 单 抗 .巴西 利 昔 单 抗 、 贝 伐 
单 抗 \ 西 溉 昔 单 抗 、 轿 受 珠 单 抗 \ 达 克 珠 单 抗 \ 依 库 珠 单 抗 、 依 法 珠 单 抗 、 吉 受 珠 单 抗 、 蔡 伊 莫 
单 抗 、 英 夫 利 昔 单 抗 、 莫 罗 莫 那 一 CD3、 那 他 珠 单 抗 、 奥 法 木 单 抗 、 奥 马 珠 单 抗 、 帕 利 珠 单 抗 、 
帕 尼 单 抗 、 雷 珠 单 抗 、 利 受 昔 单 抗 \ 托 西 莫 单 抗 、 曲 受 珠 单 抗 \ 叶 人 蔡 酸 阿 受 莫 单 抗 、 阿 西 莫 单 
抗 、 托 西 珠 单 抗 、 贝 受 莫 单 抗 、 风 利 木 单 抗 、 贝 索 单 抗 、 比 西单 抗 、 卡 那 单 抗 、 卡 罗 单 抗 噶 地 
肘 \ 卡 逐 索 单 抗 \ 地 诺 单 抗 、 依 决 洛 单 抗 、 依 芬 古 单 抗 、 尼 受 索 单 抗 、 达 珠 单 抗 法 索 单 抗 、 广 
受 珠 单 抗 吉 受 珠 单 抗 、 英 西单 抗 、 拉 贝 珠 单 抗 、 美 泊 利 单 抗 、 英 维 组 单 抗 \ 尼 受 珠 单 抗 、 庄 非 
受 莫 单 抗 、 奥 夏 伏 单 抗 \ 佩 图 莫 单 抗 、 帕 妥 珠 单 抗 、 罗 维 珠 单 抗 、 卢 利 珠 单 抗 硫 索 单 抗 、 蔡 他 
珠 单 抗 、 蔡 非 组 单 抗 \ 托 珠 单 抗 、 优 特 克 单 抗 、 维 西 珠 单 抗 、 伏 尼 莫 单 抗 \ 扎 芦 木 单 抗 \ 扎 木 单 
抗 ,或 它们 的 任何 组 合 。 
[0139] ”适用 于 本 文 所 描述 的 输入 材料 的 酶 的 非 限制 性 实例 包括 :过 氧化 物 酶 .脂肪 酶 \ 直 
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链 省 粉 ` 有 机 磷酸 酯 脱 氢 酶 .连接 酶 .限制 性 核酸 内 切 酶 核糖 核酸 酶 .ODNA 聚 合 酶 、. 简 萄 糖 氧 
[0140] ”适合 与 主题 输入 材料 一 起 使 用 的 活性 剂 的 附加 非 限 制 性 实 份 包 括 :细胞 生长 培养 
基 , 诸 如 杜 尔 贝 科 改 恨 伊 格 尔 培养 基 、 胎 牛 血清 、 非 必需 氨基 酸 和 抗生素 ;生长 和 形态 发 
因子 ,诸如 成 纤维 细胞 后 长 因子 、 转 化 生长 因子 .血管 内 皮 生 长 因子 .表皮 生长 因子 、 血 小 
衍生 生长 因子 胰岛素 样 生长 因子 ) 、 肯 形态 发 生生 长 因子 、 骨 形态 发 生 样 重 白 、 转 化 生长 因 
子 、 神 经 生长 因子 和 相关 和 蛋白 (生长 因子 是 本 领域 已 知 的 ,参见 例如 Rosen&Thies， 
CELLULAR&MOLECULAR BASIS BONE FORMA TION&REPAIR (R.G.Landes Co.,Austin,Tex., 
1995) ; 抗 血 管 生 成 蛋白 ,诸如 内 皮 抑 素 和 其 他 天 然 衍 生 或 遗传 工程 蛋白 ;多 糖 、 糖 蛋白 或 脂 
蛋白 ; 抗 感染 药物 ,诸如 抗生素 和 抗 病毒 剂 、 化 学 治疗 剂 即 , 抗 瘤 剂 ) 、 抗 排 异 药 、 镇 痛 药 和 
镇 痛 药 组 合 、 抗 炎 剂 .类 回 醇 或 它们 的 任何 组 合 。 

[0141] ”打印 系统 : 
[0142] ”优选 地 ,本 文 所 述 的 生物 打印 的 组 织 纤 维 使 用 如 PCT/CA2014/050556、PCT/ 
CA2018/050315 和 USSN 62/733,548 中 所 迷 的 LOP "技术 打印 ;所 述 文献 的 公开 内 容 以 引用 方 
式 明 确 地 并 入 本 文 。 如 其 中 详 述 的 ,LOP™ 生 物 打印 系统 使 得 能 够 进行 多 材料 转换 ,并 且 因 此 
可 在 连续 打印 的 同时 沿 通道 的 长 度 修改 血管 壁 的 组 成 (细胞 类 型 和 生物 材料 组 成 ) 。 

[0143] ”在 示例 性 实施 方案 中 ,打印 系统 包括 打印 类, 该 打印 类 包括 分 配 通 道 ,其 中 一 个 或 
个 材料 通道 和 已 通道 在 分 配 通 道 的 近 侧 端 部 处 会 聚 ,主题 打印 头 可 被 配置 为 与 一 种 或 多 
可 交 联 材料 同时 分 配 缓冲 溶液 和 /或 鞘 液 。 在 一 些 实施 方案 中 ,打印 头 被 配置 为 保持 通过 
配 通道 的 恒定 质量 流 率 .以 这 种 方式 ,本 发 明 的 打印 头 被 配置 为 便于 一 种 或 多 种 输入 材 
料 (或 一 种 或 多 种 输入 材料 的 混合 物 ) 和 缓冲 溶液 和 /或 精液 通过 分 配 通 道 的 平稳 连续 流 
动 ,在 主题 打印 尖 的 使 用 中 , 流 过 分 配 通 道 的 输入 材料 可 从 内 部 通过 流 过 蕊 通道 的 流体 交 
联 和 /或 从 外 部 通过 流 过 下 游 峭 液 通 道 的 鞘 液 交 联 ,如 在 W02020/056517 中 更 具体 地 描述 
的 ,其 公开 内 容 以 引用 方式 明确 地 并 入 本 文 。 
[0144] ”在 优选 的 实施 方案 中 ,一 种 打印 头 包 括 :分 配 通 道 , 该 分 配 通 道具 有 近 侧 端 部 和 远 
侧 端 部 ;分 配 孔 口 ,该 分 配 孔 口 定 位 于 分 配 通道 的 远 侧 端 部 处 ;一 个 或 多 个 壳 通 道 ,该 一 个 
壳 通 道 在 分 配 通道 的 远 侧 端 部 处 与 分 配 通道 依次 会 聚 , 其 中 每 个 壳 通 道具 有 在 约 20 
度 至 90 度 之 间 的 会 聚 角 ; 心 通道 ,该 心 通道 在 分 配 通道 的 近 侧 端 部 处 与 分 配 通道 
该 蕊 通道 具有 0 度 的 会 聚 角 ;以 及 任 选 的 畏 流 通道 ,该 畏 流 通道 分 为 两 个 畏 流 子 
这 些 精 流 子 通 道 在 畏 液 交 沪 处 与 分 配 通 道 会 聚 并 有 旦 具有 在 约 30 度 和 60 度 之 间 、 更 优选 地 
约 40 度 和 50 度 之 间 、 最 优选 约 45 度 的 会 聚 角 。 
[0145] ”附加 的 方面 包括 被 配置 为 与 主题 打印 头 协同 工作 以 制备 主题 纤维 的 打印 系统 和 
相关 联 的 部 件 。 在 一 些 实 施 方 案 中 ,打印 系统 包括 单个 打印 头 , 如 本 文 所 述 。 在 一 些 实施 方 
案 中 ,打印 系统 包括 多 个 打印 头 , 例 如 2、3、4、5、6、7、8、9 或 10 个 单独 的 打印 头 , 如 本 文 所 述 。 
在 一 些 实施 方案 中 ,打印 尖 与 打印 系统 流体 隔离 ,使 得 与 打印 过 程 有 关 的 所 有 流体 在 打印 
头 内 保持 隔离 ,并 且 在 打印 过 程 期 间 仅 与 打印 系统 的 接收 表面 (如 下 所 述 ) 接触 ,在 一 些 实 
施 方案 中 ,打印 头 被 配置 为 可 操作 地 耦合 至 打印 系统 ,而 不 会 使 打印 过 程 所 涉及 的 流体 与 
打印 系统 的 组 件 接触 .在 一 些 实施 方案 中 ,在 打印 过 程 之 前 ` 期 间 和 /或 之 后 ,可 以 移 除 一 个 
或 多 个 打印 头 和 /或 将 一 个 或 多 个 打印 头 添 加 到 打印 系统 .因此 ,在 一 些 实施 方案 中 ,本 发 
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明 的 打印 头 是 本 发 明 的 打印 系统 的 模块 化 组 件 。 
[0146] ”在 一 些 实施 方案 中 ,打印 系统 包括 接收 表面 ,从 打印 头 的 分 配 孔 口 分 配 的 第 一 层 
材料 沉积 在 所 述 接收 表面 上 。 在 一 些 实施 方案 中 ,接收 表面 包括 固体 材料 ,在 一 些 实施 方案 
中 ,接收 表面 包括 多 孔 材 料 . 例 如 ,在 一 些 实施 方案 中 ,多 孔 材料 的 孔隙 率 足 以 允许 流体 从 
中 通过 。 在 一 些 实施 方案 中 ,接收 表面 是 基本 上 平面 的 ,从 而 提供 平坦 表面 ,第 一 层 分 配 材 
料 可 以 沉积 在 所 述 平 坦 表面 上 ,在 一 些 实施 方案 中 ,接收 表面 具有 对 应 于 待 打 印 的 三 维 结 
构 的 形 针 ,从 而 促进 具有 非 平 面 第 一 层 的 三 维 结构 的 打印 。 
[0147] ”在 一 些 实施 方案 中 ,接收 表面 包括 真空 组 件 , 所 述 真空 组 件 被 配置 为 将 来 自 一 个 
或 多 个 真空 源 的 吸力 施加 到 接收 表面 。 在 一 些 实施 方案 中 ,接收 表面 包括 一 个 或 多 个 真空 
通道 ,所 述 真 空 通道 被 配置 为 向 接收 表面 施加 吸力 ,在 一 些 实施 方案 中 ,包括 真空 组 件 的 接 
收 表面 被 配 置 为 在 执行 打印 过 程 之 前 、 期 间 和 /或 之 后 从 接收 表面 抽 吸 过 量 流体 。 
[0148] ”在 一 些 实施 方案 中 ,打印 系统 通过 相对 于 打印 机 台 或 适 于 接收 打印 材料 的 接收 表 
面 移 动 打印 头 来 实现 特定 几何 形状 在 其 他 实施 方案 中 ,打印 系统 通过 相对 于 打印 头 移动 
打印 机 台 或 接收 表面 来 实现 特定 几何 形状 在 某 些 实施 方案 中 ,打印 系统 的 至 少 一 部 分 保 
持 在 无 菌 环境 中 (例如 ,在 生物 安全 柜 BSC) 内 ) 。 在 一 些 实施 方案 中 ,打印 系统 被 配置 为 完 
全 适合 无 苦 环 境 。 
[0149] ”在 一 些 实施 方案 中 ,打印 系统 包括 3D 电 动 台 ,所 述 3D 电 动 台 包 括 用 于 在 打印 床上 
方 的 三 维 空间 中 定位 打印 头 和 分 配 孔 口 的 三 个 臂 ,所 述 打 印 床 包 括 用 于 接收 打印 材料 的 表 
面 .在 一 个 实施 方案 中 ,可 以 控制 30 电 动 台 ( 即 ,定位 单元 ) 以 定位 竖 直 臂 ,所 述 竖 直 和 展 祝 着 
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3D 电 动 台 的 z 轴 延伸 ,使 得 打印 头 孔 口 指向 下 方 。 沿 着 电动 台 的 x 轴 延伸 的 第 一 水 平 臂 回 员 
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至 回 定 的 基础 平台 . 治 着 电动 台 的 y 轴 延伸 的 第 二 水 平 臂 可 移动 地 耦合 至 多 
表面 ,使 得 第 一 和 第 二 水 乎 臂 的 纵向 彼此 垂直 。 应 当 理解 ,上 文 关 于 彭 使 用 的 术语 " 坚 
水 平 " 意 在 描述 打印 头 移动 的 方式 ,而 不 一 定 限制 臂 本 号 的 物理 方向 。 
[0150] ”在 一 些 实施 方案 中 ,接收 表面 位 于 平台 的 顶部 上 ,所 述 平台 耦合 至 第 二 水 乎 臂 的 
上 表面 在 一 些 实施 方案 中 ,3D 电 动 台 臂 分 别 由 三 个 对 应 的 电机 驱动 ,并 由 例如 计算 机 的 可 
编程 控制 处 理 需 控制 。 在 优选 实施 方案 中 ,打印 头 和 接收 表面 通过 3D 电 动 台 沿 着 笛 卡 尔 坐 
标 系 的 所 有 三 个 主轴 共同 地 移动 ,并且 使 用 计算 机 软件 定义 台 的 移动 .应 当 理解 ,本 发 明 不 
仅 限 于 所 描述 的 定位 系统 ,并 且 其 他 定位 系统 在 本 领域 中 是 已 知 的 。 当 从 打印 头 上 的 分 配 
孔 口 分 配 材料 时 ,定位 单元 以 由 软件 控制 的 模式 移动 ,从 而 在 接收 表面 上 产生 分 配 材 料 的 
第 一 层 。 然 后 将 分 配 材料 的 额外 层 堆 稍 在 另 一 层 的 顶部 上 ,使 得 分 配 材料 层 的 最 终 3D 几 何 
乡 状 通常 是 由 软件 提供 的 3D 几 何 形 状 设计 的 复制 品 ,3D 设 计 可 以 使 用 典型 的 3D CAD (计算 
机 辅助 设计 ) 软件 创建 或 从 数字 图 像 生 成 ,如 本 领域 已 知 , 此 外 ,如 果 软 件 生成 的 几何 形状 
包含 关于 要 使 用 的 特定 材料 的 信息 , 则 根据 本 发 明 的 一 个 实施 方案 ,可 以 将 特定 的 输入 材 
料 类 型 分 配给 不 同 的 几何 位 置 。 例 如 ,在 一 些 实施 方案 中 ,打印 的 3D 结 构 可 以 包括 两 种 或 更 
多 种 不 同 的 输入 材料 ,其 中 每 种 输入 材料 具有 不 同 的 特性 (例如 ,每 种 输入 材料 包括 不 同 的 
细胞 类 型 ,不同 的 细胞 浓度 、 不 同 的 ECM 组 成 等 ) 。 
[0151] ”本 发 明 的 打印 系统 的 方面 包括 软件 程序 ,所 述 软件 程序 被 配置 为 促进 本 发 明 的 输 
入 材料 以 特定 图 案 且 在 特定 位 置 沉 积 , 以 便 形成 特定 纤维 、 平 面 或 3D 结 构 , 为 了 制造 此 类 结 
构 , 本 发 明 的 打印 系统 将 本 发 明 的 输入 材料 沉积 在 接收 表面 上 的 精确 位 置 (以 二 维 或 三 
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维 ) ,在 一 些 实 施 方案 中 ,打印 系统 沉积 材料 的 位 置 由 用 户 输入 定义 ,并 被 翻译 成 计算 机 代 
人 码 ,在 一 些 实施 方案 中 ,计算 机 代码 包括 一 连 串 指 令 序列 ,所 述 指 令 可 在 数字 处 理 效 置 的 中 
央 处 理 单元 (CPU) 中 执行 ,被 写 入 以 执行 指定 任务 ,在 一 些 实施 方案 中 ,打印 参数 (包括 但 不 
限于 打印 纤维 尺寸 、 俏 速 、 打 印 头 定位 系统 的 移动 速度 以 及 交 联 剂 强度 或 浓度 ) 由 用 户 输入 
定义 ,并 且 被 转换 成 计算 机 代码 。 在 一 些 实施 方案 中 ,打印 参数 不 由 用 户 输入 直接 定义 ,而 
是 由 计算 机 代码 从 其 他 参数 和 条 件 导出 。 
[0152] ”在 一 些 实施 方案 中 ,打印 系统 沉积 输入 材料 的 位 置 由 用 户 输入 定义 并 且 被 翻译 成 
计算 机 代码 ,在 一 些 实施 方案 中 ,本 文公 开 的 装置 、 系 统 和 方法 还 包括 非 暂 时 性 计算 机 可 读 
存储 介质 或 用 计算 机 可 读 程 序 代码 编码 的 存储 介质 。 在 一 些 实施 方案 中 , 计算 机 可 读 存 储 
介质 是 数字 处 理 故 置 的 有 形 组 件 , 例 如 生物 打印 机 (或 其 组 件 ) 或 连接 至 生物 打印 机 (或 其 
组 件 ) 的 计算 机 ,在 一 些 实施 方案 中 ,计算 机 可 读 存 储 介质 可 选 地 可 从 数字 处 理 装置 中 移 
除 。 在 一 些 实施 方案 中 ,作为 非 限制 性 实例 ,计算 机 可 读 存 储 介质 包括 CD-ROM、DVD、 快 内 存 
储 器 效 置 \ 固 态 存 储 器 、 磁 盘 驱 动 右 、 磁 市 驱动 器 、 光 盘 驱 动 器 \ 云 计算 系统 和 /或 服务 等 .在 
一 些 情况 下 ,程序 和 指令 被 永久 地 、 基 本 上 永久 地 、 半 永久 地 或 非 暂 时 地 编码 在 存储 介质 
上 。 
[0153] ”在 一 些 实施 方 条 中 ,本 文 所 描述 的 效 置 、 系 统 和 方法 包括 软件 、 服 务 器 和 数据 库 模 
块 , 在 一 些 实施 方案 中 , “计算机 模块 "是 与 更 大 的 计算 机 系统 交互 的 软件 组 件 (包括 代码 
段 ) ,在 一 些 实施 方案 中 ,软件 模块 (或 程序 模块 ) 以 一 个 或 多 个 文件 的 形式 出 现 , 并 且 通 党 
处 理 较 大 软件 系统 内 的 特定 任务 。 
[0154] ”在 一 些 实施 方案 中 ,模块 包括 在 一 个 或 多 个 软件 系统 中 。 在 一 些 实施 方案 中 ,模块 
与 一 个 或 多 个 其 他 模块 集成 到 一 个 或 多 个 软件 系统 中 。 计 算 机 模块 可 选 地 是 独立 的 代码 
段 ,或 者 可 选 地 是 不 可 单独 识别 的 代码 。 在 一 些 实施 方案 中 ,模块 在 单个 应 用 程序 中 。 在 其 
他 实施 方案 中 ,模块 在 多 个 应 用 程序 中 ,在 一 些 实施 方案 中 ,模块 托管 在 一 个 机 器 上 。 在 一 
些 实施 方案 中 ,模块 托管 在 多 个 机 右上 ,在 一 些 实施 方案 中 ,模块 在 一 个 位 置 中 托管 在 多 个 
机 强 上 ,在 一 些 实施 方案 中 ,模块 在 多 于 一 个 位 置 中 托管 在 多 个 机 保 上 。 根 据 本 发 明 的 实施 
方案 的 计算 机 模块 允许 最 终 用 户 使 用 计算 机 来 执行 本 文 所 描述 的 方法 的 一 个 或 多 个 方面 。 
[0155] ”在 一 些 实施 方 条 中 ,计算 机 模块 包括 图 形 用 户 界面 (GUT) 。 如 本 文 所 用 , “图 形 用 户 
界面 "是 指使 用 应 用 程序 的 输入 和 输出 的 图 像 以 及 文本 表示 以 及 存储 信息 的 分 层 或 其 他 数 
据 结 构 的 用 户 环境 ,在 一 些 实施 方案 中 ,计算 机 模块 包括 显示 屏 , 在 为 外 的 实施 方案 中 , 计 
算 机 模块 通过 显示 屏 呈 现 二 维 GUI。 在 一 些 实施 方案 中 , 计算 机 模块 通过 显示 屏 呈 现 三 维 
GUI ,例如 虚拟 现实 环境 。 在 一 些 实施 方案 中 ,显示 屏 是 蚀 摸 屏 并 且 呈 现 交 互 式 GUI。 
[0156] 《这些 方面 还 包括 一 个 或 多 个 质量 控制 部 件 ,该 一 个 或 多 个 质量 控制 部 件 被 配置 为 
监视 和 /或 调节 主题 打印 系统 的 一 个 或 多 个 参数 ,以 便 确 保 一 个 或 多 个 打印 纤维 具有 合适 
的 特性 。 例 如 ,在 一 些 实施 方案 中 ,如 果 沉 积 过 程 进行 得 太 快 , 则 在 已 分 配 纤 维 之 后 ,打印 的 
纤维 结构 可 开始 在 分 配 通道 内 或 在 分 配 通 道外 形成 盘 绕 结构 。 在 一 些 实施 方案 中 , 质量 控 
制 组 件 包 括 相机 ,所 述 相机 被 配置 为 通过 收集 打印 纤维 结构 的 一 个 或 多 个 图 像 来 监测 沉积 
过 程 ,并 确定 打印 纤维 结构 是 否 已 形成 盘 绕 结构 。 在 一 些 实施 方案 中 ,质量 控制 组 件 被 配置 
为 调 市 沉积 过 程 的 一 个 或 多 个 参数 (例如 ,降低 压力 和 /或 降低 沉积 速度 ) ,从 而 减少 或 避免 
打印 纤维 结构 形成 盘 绕 结构 。 
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| 打印 系统 (例如 ,打印 头 ) ,该 流 僻 


竺 一 些 实施 方案 中 ,打印 系统 包括 与 流体 i 


体 连 通 的 一 个 或 多 个 流 亿 .在 一 些 实施 方案 中 ,流体 储存 器 连接 3 全 入 
筷 口 ,在 一 些 实施 方案 置 为 容纳 范围 从 约 100kL 至 约 1L 的 流体 体积 , 例 
如 约 1、5、10、15、20、25、30、35、40、45、50、55、60、65、70、75、80、85、90、95 或 100mL ,或 例如 约 
150、200、250、300、350、400、450、500、550、600、650、700、750、800、850、900 或 950mL。 
[0158] ”在 一 些 实施 方 务 系统 包括 压力 控制 单元 ,所 述 压力 控 人 耦合 
个 或 多 个 储存 器 .压力 探 他 为 提供 力 以 使 一 种 或 多 种 流 人 人 通过 打印 系 
统 。 在 一 些 实施 方案 个 或 多 个 连接 管 向 一 种 或 多 气压 。 
施加 的 压力 迫使 流 他 通过 相应 的 流体 通道 进入 打印 头 。 在 一 些 实施 方案 中 ， 
可 使 用 蔡 代 构件 来 将 流 人 人 通道 .例如 ,可 使 用 一 系列 电子 控制 的 祷 是 供 使 
流体 移动 通过 打印 头 的 力 。 
[0159] ”在 一 些 实施 方案 包括 光 模 块 (如 上 所 述 ) ,该 光 模 块 选 地 使 可 
光 交 联 输入 材料 暴露 于 光 以 便 交 联 该 材料 .根据 本 发 明 的 实施 方案 的 光 相 成 到 打 
印 头 中 ,或 者 可 以 是 打印 系统 的 部 件 。 
[0160] ”额外 流体 : 
[0161] ”本 发 明 的 方面 包括 一 和 溶液 ,根据 本 发 明 的 实施 方案 的 缓冲 溶液 可 与 
输入 杆 如 ,水 凝 胶 ) 混 溶 ,并 且 不 交 联 输入 材料 ,在 一 些 实施 方案 中 ,缓冲 溶液 包含 水 
性 溶 齐 溶液 的 非 限制 性 实 份 包括 聚 乙烯 醇 .水 .甘油 丙二醇、 蔗糖 明胶 或 它们 的 任 
何 组 合 
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~ 


的 至 少 一 章 


或 多 入 


将 过 量 流 全 
通过 的 孔 。 在 一 些 实施 
ト 来 実現 去 除 辻 量 流体 。 
输入 材料 的 3D 结 构 的 方法 。3D 结 构 可 


分 。 


ト 抽 吸 通 辻 接 


和 


] 十 


旦 不 虑 


为 二 价 阳 离子 。 在 


以 形成 


同化 


的 針 2 


多 选 的 实施 方案 


140mM, 诸 如 约 90、100、110、120 或 130mM。 


[0174] 


在 某 些 实施 方案 


使 可 
中 う 


朝 液 


28 


\、 Ba 一 Cu” 、Ca Ni“、Co” 或 Mm 。 有 
中 , 
和 E 结 构 .在 一 些 实施 方案 


结合 使 


] 以 


固化 可 化 学 交 联 的 输 


优选 实 放 


七 学 交 联 的 输入 材料 与 
中 的 Ca “的 浓度 的 范围 为 约 80mM 至 约 


从 


外 


5 方 案 中 ,使 用 Ca 和 
包含 Ca” 的 溶液 接 


中 ,输入 材料 在 小 于 约 5 秒 ,例如 小 于 约 4 秒 、 小 于 约 3 秒 、 小 于 约 2 
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秒 或 小 于 约 1 秒 内 固化 。 

[0175] ”本 发 明 的 方面 包括 使 用 软件 工具 以 图 案 化 方式 沉积 一 种 或 多 种 输入 材料 以 形成 
固化 结构 层 的 方法 ,所 述 固化 结构 层 形成 为 多 层 30 组 织 结构 。 在 一 些 实施 方案 中 ,多 层 3D 组 
织 结构 包括 多 个 哺乳 动物 细胞 .有 利 地 ,通过 调节 本 发 明 的 输入 材料 的 组 分 (例如 ,哺乳 动 
物 细胞 类 型 细胞 密度 .基质 组 分 、 活 性 剂 ) ,可 以 使 用 本 发 明 的 方法 创建 多 层 30 组 织 结构 ， 
其 中 多 层 3D 组 织 结构 在 三 维 空间 中 的 任何 特定 位 置 都 具有 精确 控制 的 组 成 .因此 ,主题 方 
法 有 助 于 产生 复杂 的 三 维 组 织 结构 。 

[0176] ”制备 方法 : 
[0177] ”从 外 向 内 交 联 

[0178] “基于 挤 出 的 生物 打印 方法 通常 涉及 由 水 凝 胶 和 其 他 生物 材料 形成 的 纤维 的 产生 ， 
这 些 水 凝 股 和 其 他 生物 材料 在 沉积 时 使 用 取决 于 被 挤 出 的 生物 材料 类 型 的 多 种 机 制 交 联 。 
例如 ,将 挤 出 的 纤维 打印 到 引起 纤维 固化 的 交 联 剂 材料 浴 中 。 然 后 ,从 浴 中 收集 纤维 ,例如 
在 蕊 轴 上 收集 ,然后 可 用 于 多 种 应 用 ,包括 组 织 工程 应 用 。 
[0179] ” 相 比 之 下 ,诸如 本 文 所 公开 的 微 流 体 生物 打印 减少 了 打印 到 液 浴 中 的 需要 ,因为 
交 联 剂 材料 可 围绕 所 关注 的 材料 以 同 轴 方式 共 挤 出 ,导致 胶 凝 过 程 在 沉积 时 立即 开始 。 如 
本 文 所 讨论 的 ,通过 使 用 细胞 相 容 性 浓度 的 CaC1, 或 其 他 阳离子 溶液 进行 阳离子 交 联 来 实 
现 可 交 联 的 细胞 相 容 性 水 凝 胶 诸 如 治 酸 盐 与 活 细胞 的 微 流 体 打印 。 在 本 公开 的 范围 内 , 交 
联 可 使 用 “从 外 向 内 ”的 方法 进行 ,其 中 在 其 最 简单 的 形式 中 ,打印 关中 的 通道 引导 一 个 材 
料 流 ,? | 酸 盐 ,被 交 联 剂 材料 的 畏 围 绕 。 如 本 文 所 讨论 的 ,可 开发 更 复杂 的 微 流体 打印 
头 构架 ,从 而 利用 层 流 的 特性 来 生成 多 层 芯 - 壳 纤维 ,其 中 多 层 壳 材料 于 绕 中 心心 。 在 从 外 
向 内 交 联 中 ,Ca” 离子 从 畏 材 料 扩散 到 芯 中 ,使 演 酸 盐 交 联 ,并 且 因 此 纤维 的 最 外 层 几乎 瞬 
间 固 化 ,而 蕊 在 一 段 时 间 内 固化 ,在 一 些 情况 下 ,将 从 外 向 内 交 联 的 纤维 图 案 化 以 构建 组 织 
构建 体 可 能 是 有 挑战 性 的 ,并 且 特 别 是 当 沉 积 到 前 一 层 上 的 纤维 不 能 有 效 地 与 前 一 层 融 
合 , 从 而 导致 它们 在 沉积 期 间 请 动 时 。 这 可 能 使 得 精确 旦 一 致 地 图 案 化 结构 具有 挑战 性 .也 
就 是 说 ,在 实施 方案 中 ,本 公开 的 装置 可 至 少 部 分 地 经 由 从 外 向 内 交 联 的 方法 来 制备 。 
[0180] ”从 内 向 外 交 联 
[0181] ”在 实施 方案 中 ,本 公开 的 装置 可 经 由 从 内 向 外 交 联 方法 制备 ,在 从 内 向 外 交 联 方 
法 中 ,可 与 形成 实心 芯 的 输入 材料 一 起 以 另外 在 从 外 向 内 方法 中 使 用 的 类 似 浓度 包含 离 
交 联 剂 ( 例 名 CaC1,) .例如 ,围绕 蕊 的 一 个 或 多 个 元 可 以 是 基于 党 酸 夫 的 ,并 有 旦 当 离 子 从 非 
深 酸 盐 蕊 向 外 扩散 时 ,该 一 个 或 多 个 壳 可 从 内 向 外 交 联 。 在 此 类 实例 中 ,外 壳 的 最 外 表面 是 
最 后 交 联 的 。 这 可 能 导致 纤维 的 外 表面 在 从 打印 头 挤 出 时 保持 "粘性 ”。 当 这 些 粘性 纤维 沉 
积 在 也 处 于 国 化 过 程 中 的 前 一 层 上 时 , 相 邻 纤维 的 外 表面 可 有 效 地 融合 在 一 起 .以 这 科 方 
式 , 与 其 中 单个 纤维 使 用 从 外 向 内 方法 交 联 的 类 似 方法 相 比 ,可 改善 由 本 公开 的 纤维 形成 
的 3D 宏 观 结构 的 制造 中 的 控制 。 
[0182] 在 一 个 实例 中 ,纤维 装置 的 蕊 可 包含 合成 材料 (例如 PVA) ,并 且 芯 材料 可 被 一 种 或 
多 种 过 材料 (例如 包含 环 带 层 的 内 壳 材料 和 包含 免疫 保护 层 的 外 壳 ) 围绕 ,该 一 个 或 多 个 壳 
可 以 是 例如 基于 党 酸 盐 的 。 在 该 实例 中 ,PVA 将 不 受 离 子 交 联 剂 (例如 CaCl,) 的 影响 ,并且 将 
通过 其 他 机 制 交 联 ,例如 光 交 联 。 当 离子 从 忌 向 外 扩散 时 , 环 带 层 材料 将 首先 交 联 ,随后 是 
外 过 的 交 联 ,此 类 实例 意 在 是 代表 性 的 而 非 限制 性 的 。 
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[0183] ”在 实例 中 ,纤维 装置 可 
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ゴー っ 二 
让 ,这 些 元 


中 的 至 少 一 者 可 包括 免疫 从 


中 ,可 类 似 地 进行 从 内 向 外 
| :材料 , 诸 


交 联 ,然而 ,与 其 中 心包 含 合 
如 党 酸 盐 。 


[0184] ”在 单 芯 、 多 过 纤维 


例如 在 围绕 心 的 壳 层 各 目 


联 方法 中 可 使 用 多 于 一 种 3 


层 ) 可 以 是 基于 治 酸 盐 的 ,3 


且 外 売 可以 起 基 十 売 案 糖 的 。 


] 于 从 内 向 外 交 联 内 过 ,而 另 
过 .作为 进一步 的 代表 性 实 


离子 交 联 剂 进行 ， 
中 ,在 从 内 向 外 交 
成 的 ,内 壳 (例如 环 带 
离子 交 联 剂 (例如 CaCly) 可 
] 于 从 内 向 外 交 联 外 
壳 可 以 是 基于 党 酸 盐 的 ,并 且 外 壳 


可 以 是 基于 PEGDA 的 ,具有 合适 的 六 


剂 诸如 Irgacure 2959 或 LAP。 关 剂 | 可 


于 从 内 向 外 交 联 内 壳 , 而 UV 或 可 见 光 可 


限制 性 的 。 
[0185] ” 径 向 置换 


j 于 部 分 交 联 外 壳 。 此 类 实例 意 夏 的 而 


[0186] 《本文 的 实施 方案 涉及 由 心 


TI CU 


环 带 层 和 至 少 一 个 外 部 目 优选 地 免疫 保护 的 


壳 层 组 成 的 环 市 纤维 ,该 


生物 材料 ,该 壳 层 继而 目 


目 绕 该 3 


少 一 个 环 带 层 。 在 实施 方 
实例 中 ,构成 芯 的 聚合 物 是 不 可 生 
生物 降解 的 材料 ,而 不 脱离 本 公 玫 


度 。 在 一 些 


中 ,构成 心 的 聚合 物 可 


[0187] ”在 实施 方案 中 , 增 


包含 可 


至 少 一 


个 环 带 层 中 的 生物 材料 .这 和 


生物 材料 的 生存 力 和 /或 功能 。 
至 0.1mm 之 间 , 更 优选 地 在 约 1.45mm 至 


间 。 在 一 些 实施 方案 中 ,本 公 玫 
地 在 约 1.1mm 至 0.41mm 之 间 , 或 在 约 0.030mm 与 约 


0.1mm 之 间 , 例 如 约 0.3mm。 


[0188] ”评价 B- 胰 鸟 胰腺 


了 关于 最 佳 芯 大 小 的 数据 ,以 使 
[oi89] ”在 环 带 纤维 实施 方案 


昌 耗 速率 的 计算 机 


『 究 ( 参 見 実施 例 1 2 经 提供 


如 漂 酸 赴 ) 的 至 少 一 个 环 带 层 。4 
物 活 性 剂 和 材料 通过 (例如 ,对 于 
品系 和 和 氧 的 通过 ) ,但 其 限 


寺 料 是 可 选择 性 渗透 的 ,以 允许 


并 有 助 于 保持 
笑 的 已 直径 范围 在 约 1. 9mm 
恨 优 选 地 在 约 0.98mm 至 0.45mm 之 
佳 的 芯 直径 范围 在 约 1.92mm 至 0.05mm 之 间 ,更 优选 
1.0mm 之 间 , 并 且 最 优选 地 在 约 0.5mm 人 至 


生 水 凝 胶 ( 例 
选 定 的 生 


糖尿 病 诸如 1 型 或 2 型 糖 


E 物 材料 本 里 〈 例 如 ,组 


人 


该 
可 


该 至 少 一 个 坏 带 层 的 厚度 在 约 0.01mm 至 0.3mm 的 范围 内 


,并 且 最 优选 地 在 约 0.05mm 
0.0lmm 至 0.4m 之 间 , 更 优选 地 克 
间 ,并 且 最 优选 地 在 约 0.05mm 


0.125mm 之 间 , 在 一 些 实施 方 和 


中 ,厚度 为 约 0.2mm。 


萄 糖 、 胰 

方 案 中 , 

,更 优选 地 在 约 0.025mm 至 0.2mm 之 

量度 在 约 

0.3mm 之 间 ,更 优选 地 在 约 0. lmm 至 约 0.3mm 之 


[0190] ”在 环 带 纤维 实施 方案 


免疫 


保护 材料 (例如 两 性 离子 改 性 


成 ,其 也 是 可 选择 性 渗透 的 以 允许 先是 的 剂 和 材 


料 通 过 (例如 ,对 于 用 于 治疗 糖 


同人 免疫 る 
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胞 的 通过 ,从 而 提供 对 IT 细胞 、.B 细 胞 和 其 他 免疫 细胞 的 物理 屏障 ,这 可 保护 包 封 的 生物 材料 
免 于 直接 细胞 介 导 的 杀伤 和 适应 性 免疫 系统 的 植 入 物 排斥 .在 实施 方案 中 ,经 由 在 至 少 一 
个 外 过 中 使 用 特异 性 修饰 的 材料 ( 份 如 官能 化 滩 酸 盐 ) 可 减少 或 避免 经 由 纤维 化 FBR 的 植 入 
物 排斥 ,这 些 特异 性 修饰 的 材料 减少 重 白 质 结合 ,并 且 继 而 减少 巨 吹 细胞 、 嗜 中 性 粒 细胞 、 
成 纤维 细胞 和 与 FBR 相 关 的 其 他 细胞 类 型 的 后 续 结合 和 活化 (Qingsheng 等 人 ,Nature 
Communications.2019;10:5262) 。 
[0191] ”因此 ,如 本 文 所 讨论 的 ,至 少 一 个 外 部 壳 层 (例如 , 与 包含 生物 材料 的 至 少 一 个 环 
带 层 相 比 定位 在 外 部 的 壳 ) 充当 针对 宿主 的 适应 性 和 先天 性 免疫 有 反应 的 免疫 保护 层 , 同 时 
仿 允 许 氧 ,营养 物 以 及 在 实施 方案 中 由 包 封 的 生物 材料 释放 的 治疗 剂 的 扩散 。 在 实施 方 吨 

中 ,该 至 少 一 个 外 壳 的 厚度 (例如 ,在 多 于 一 个 外 这 的 情况 下 的 总 厚度 ) 可 在 约 50-200pm 的 
范围 内 ,在 一 些 实施 方案 中 ,厚度 可 在 约 0.01mm 至 0.3mm 之 间 , 或 在 约 0.015mm 和 和约 0.5mm 之 
闻 , 更 优选 地 在 约 0.025mm 至 0.2m 之 闻 ,或 在 约 0.05mm 至 0.125mm 之 间 。 在 实施 方案 中 ,厚度 
为 约 0.150mm。 较 薄 的 外 壳 可 能 是 易 碎 的 并 且 易 于 在 处 理 时 降解 .在 一 些 实施 方案 中 ,本 公 
开 的 环 带 纤 维 具 有 至 少 lmm 的 总 直径 。 大 小 /直径 小 于 lmm 的 植 入 材料 易于 引发 FBR ,并 相应 
地 发 展 成 包 圭 植 入 材料 的 纤维 化 (Watanabe 等 人 ,Biomaterials.2020;255:120162) 。 
[0192] ”在 如 本 文 所 讨论 的 环 带 纤维 的 一 些 实施 方案 中 ,该 至 少 一 个 外 壳 层 包含 免疫 原 性 
材料 和 /或 促 血管 生成 材料 ,例如 ,围绕 环 市 层 的 外 壳 层 可 包含 免疫 原 性 材料 和 促 血 管 生成 
材料 两 者 ,在 实施 方案 中 , 环 带 纤维 可 包含 含有 生物 材料 的 环 带 层 , 其 中 所 述 环 带 层 被 免疫 
保护 充 层 围绕 , 该 免疫 保护 壳 层 继而 被 促 血 管 生成 壳 层 围绕 。 在 一 些 实施 方案 中 , 环 壳 纤维 
可 被 免疫 保护 层 围绕 ,并 且 可 不 包括 促 血 管 生成 层 ,在 一 些 实施 方案 中 , 环 带 纤维 可 被 促 
管 生 成 层 围 绕 , 并 且 可 不 包括 免疫 保护 层 。 类 似 的 逻辑 适用 于 本 公开 的 芯 - 壳 纤维 ,其 中 生 
物 材 料 包 含 在 心中 (因此 不 径 向 置换 ) .对 于 此 类 芯 - 壳 纤维 ,所 述 心 可 被 包含 免疫 保护 材料 
和 /或 促 血 管 生成 材料 的 外 壳 围 绕 。 在 实施 方案 中 , 心 - 壳 纤维 的 所 述 心 可 被 免疫 保护 壳 层 
围绕 ,并 且 可 不 包括 促 血 管 生成 层 。 在 实施 方案 中 , 心 - 壳 纤 维 的 所 述 心 可 被 促 血 管 生 成 过 
层 围 绕 ,并 且 可 不 包括 免疫 保护 层 。 
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[0193] ”作为 代表 性 实例 ,可 能 存在 期 望 包括 促 血管 生成 层 但 不 一 定 包括 免疫 保护 层 的 情 
况 。 实 例 包括 含有 同 基因 型 生物 材料 ( 即 同 基因 型 细胞 ) ` 经 基因 修饰 的 鞘 细 胞 的 纤维 ,或 用 


于 接受 免疫 抑制 方案 的 患者 。 
[0194] ”分 段 / 分 隔 
[0195] “本文 的 实施 方案 还 涉及 本 公开 的 组 织 纤维 的 一 个 或 多 个 层 (例如 ,在 芯 - 壳 纤维 的 
情况 下 为 忌 和 /或 外 层 ;在 环 市 纤维 的 情况 下 为 芯 和 /或 内 部 壳 层 和 /或 外 部 碗 层 ) 的 分 段 / 
分 隔 , 在 实施 方案 中 , 蕊 和 /或 壳 层 的 一 个 或 多 个 区 段 /陋室 可 由 生物 材料 (例如 细胞 ) 组 成 。 

[0196] ”陋室 大 小 可 以 是 一 个 或 多 个 变量 的 国 数 ,该 一 个 或 多 个 变量 包括 但 不 限于 组 织 纤 
维 矿 寸 (例如 ,长 度 和 /或 直径 ) .纤维 类 型 (例如 , 忌 - 充 纤维 、 环 审 纤 维 ) ` 组 织 纤 维 生 成 过 程 
中 使 用 的 材料 类 型 等 .在 一 些 实施 方案 中 ,纤维 可 由 包含 生物 材料 的 至 少 两 个 区 段 / 隔 宣 组 
成 ,其 中 该 至 少 两 个 区 段 / 隔 室 侧 翼 的 其 他 区 段 不 含 生物 材料 。 例 如, 在心- 这 纤维 的 情况 
,在 已 中 可 包括 包含 生物 材料 的 至 少 两 个 区 段 , 在 男 一 个 实例 中 ,在 环 带 纤维 的 情况 下 ， 
环 带 层 内 可 包括 包含 生物 材料 的 至 少 两 个 区 段 ,在 实施 方案 中 ,包含 生物 材料 的 区 段 可 
具有 比 缺 乏 生 物 材料 的 区 段 更 长 的 长 度 ,在 实施 方案 中 ,与 缺乏 生物 材料 的 区 段 相 比 ,包含 
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维 组 成 的 圆柱 形 细胞 (例如 胰岛 ) 包 封 装置 ,其 中 细胞 层 的 径 向 置换 产生 环 带 细胞 区 域 。 我 
论 模型 将 在 存在 和 不 存在 氧 限制 的 情况 下 胰岛 素 分 泌 速率 分 数 的 估计 与 来 自 两 个 
布 的 用 于 圆柱 形 细 胞 包 封装 置 中 的 氧 消耗 和 扩散 的 分 析 解 决 方案 的 要 素 组 合 , 将 它 
包 封 体积 的 细胞 负荷 和 胰 铝 素 分 谥 能 力 与 两 层 圆柱 形 几何 形状 进行 比较 .对 在 细胞 
间 变 化 或 不 确定 的 参数 值 。 分 析 , 以 便 提 供 关 于 这 种 可 变性 对 三 层 纤 维 的 
模型 化 设计 的 影响 的 信息 .进行 三 层 纤 维 的 设计 参数 的 第 二 灵敏 度 分 析 , 以 便 提 供 关于 过 
程 可 变性 对 细胞 氧 合 和 分 泌 能 力 的 影响 的 信息 。 
[0206] ” 氧 传递 模型 
[0207] ”在 本 实施 例 中 讨论 ,我 们 扩展 了 氧 传递 的 分 析 模 型 以 分 析 由 三 个 河 酸 盐 层 纤维 组 
成 的 圆柱 形 细胞 包 封 装置 .如 上 上 所 述 ,我 们 组 合 了 来 自由 Avgoustiniatos 和 Colton,Ann N 
Y Acad Sci.1997;831(1):145-67 以 及 Iwata 等 人 ,ArtifOrgans.2018;42(8) :E168-85 提 出 
的 氧 传 质 模型 的 要 素 。 两 者 都 考虑 了 包 封 细胞 对 氧 的 稳 态 扩散 和 零 级 消耗 ,前 者 分 析 了 在 
包 封 装置 表面 形成 纤维 化 或 血管 细胞 层 后 的 包 封 细 胞 氧 合 ,并 探索 了 由 于 氧 限制 导致 的 坏 
胞 层 的 形成 Avgoustiniatos 和 Colton,Ann N Y Acad Sci.1997;831 (1) :145-67。 相 
反 , 后 一 A de a A ce a 胞 层 Iwata 等 人 ,Artif 
Organs.2018;42 (8) :E168-85。 这 里 ,我 们 对 由 两 层 或 三 层 组 成 的 没有 宫 外 细胞 过 度 生长 的 
纤维 进行 建 模 , 其 中 细胞 以 平均 允 We NM (图 5A- 图 5F) 。 该 
假设 存在 于 Avgoustiniatos 模 型 中 ,但 不 存在 于 Iwata 模 型 中 。 因 此 , 双 层 纤维 的 横 截 面 可 
由 具有 平均 细胞 体积 分 数 e 的 蕊 细胞 区 域 表示 ,该 蕊 细胞 区 域 被 包 封 剂 的 元 围绕 (图 5A- 图 
5C) 。 类 似 地 ,对 于 细胞 均匀 地 分 布 在 其 中 层 的 三 层 纤 维 ,纤维 横 截面 可 由 围绕 包 封 剂 芯 的 
环 和 带 细 胞 区 域 表示 ,该 这 两 者 部 由 包 封 剂 充 包 围 (图 5D- 图 5F) 。 对 于 这 两 种 纤维 横 截面 ,2 
胞 区 域 的 每 单位 体积 氧 消耗 速率 为 
[0208] qo, = Vinax€ (1) 
[0209] ”其 中 Vi 表示 每 单位 体积 细胞 的 最 大 氧 消耗 速率 。 
L0210] 如 上 所 述 ， Avguistinatos 和 和 Iwata 还 假定 了 氧 消耗 的 零 级 动力 学 ,以 便 分 析 地 求 
解 氧 传 质 方程 (Avgoustiniatos 和 Colton,Ann NY Acad Sci.1997;831(1) :145-67: Iwata 
等 人 ,ArtifOrgans .2018:42 (8) :E168-85) 。 此 外 ,使 用 有 限 差 分 法 ,Avgoustiniatos 后 来 报 
道 了 用 圆柱 形 儿 何 形状 中 的 Michaelis-Menten 动 力学 预测 的 氧 合 细胞 层 厚 度 的 轻微 增加 ， 
但 和 警告 这 片 细胞 暴露 于 极 低 的 氧 淡 度 并 且 不 大 可 能 对 胰岛 素 分 泼 能力 有 很 大 贡献 
(Avgoustiniatos ES,Massachusetts Institute of Technology;2001) 。 
[0211] “在 Avgoustiniatos (Avgoustiniatos 和 Colton,Ann NY Acad Sci.1997;831(1) : 
145-67) 提 出 的 模型 中 ， 四 溶解 系数 a 和 氧 扩 散 系 数 D 的 乘积 得 到 每 种 材料 的 有 效 氧 扩散 
系数 oD ( 以 mo1・cm“・mmHg ・s 为 单位 ) 。 这 包括 将 氧 浓度 转化 为 分 压 ,并 通过 避免 使 用 
分 配 系 数 的 需要 而 简化 了 界面 处 的 边界 条 件 (Avgoustiniatos ES,Massachusetts 
Institute of Technology;2001) 。 使 用 用 于 复合 介质 的 麦克 斯 书 关 系 计算 由 分 散 相 (d) 和 
连续 相 (c) (例如 , 由 水 中 的 湾 酸 盐 构 成 的 包 封 剂 ,由 包 封 剂 中 的 细胞 构成 的 细胞 区 域 ) 组 成 
的 纤维 层 的 氧 的 有 效 扩散 系数 k: 


トー 


NN エー 


に 
で 
WS 


33 


CN 117794588 A 说 明 书 30/45 页 


(ecD)k 2 一 2 の 十 p(1 2 の ) 

(の )。 2+ ゆ +p(1- め O) 

[0213] 《其 中 9 表示 分 散 相 的 体积 分 数 ,并 且 p= gD) w (aD) 表示 分 散 相 与 连续 相 之 间 修 
正 的 有 效 扩散 系数 的 比率 。 
[0214] ”从 这 里 开始 ,我们 遵循 由 Iwata 提 出 的 用 于 圆柱 形 儿 何 形 状 的 分 析 解 决 方案 
(Iwata 等 人 ,Artif Organs.2018;42 (8) :E168-85) ,但 是 纤维 层 被 向 内 标记 并 包括 Ri ,其 
在 不 存在 氧 限制 的 情况 下 用 作 虚 拟 变量 ,因此 , 层 1 对 应 于 包 封 剂 完 , 层 2 对 应 于 细胞 区 域 ， 
并 且 层 3 对 应 于 包 封 剂 作 (如 有 果 存 在 ) 。 而 且 , 两 层 和 三 层 纤 维 分 别 被 称 为 蕊 - 充 和 已 - 环 带 - 
元 纤维 。 
[0215] ”假设 纤维 周围 的 径 向 扩散 和 恒定 氧 分 压 Pi 使 得 能 够 对 物种 守恒 方程 进行 分 析 求 
解 ,给 定 这 些 条 件 , 通 过 包 封 剂 部 的 氧 的 量 与 被 细胞 区 域 消耗 的 氧 平衡 : 
2 7) 


[0212] 


[0216] 2zy(g/)」 一 デーー = qo, nr(R? 一 Rain) (3) 


[0217] ”其 中 在 不 EA 0 (图 6A) 并 且 对 于 芯 - 环 带 - 
壳 纤维 Ri, 二 Rs (图 6B) 。 相 反 , 对 于 在 存在 缺 氧 情况 下 的 两 种 纤维 Ri, =r,, 其 中 r, 是 概 据 冬 
向 距离 的 细胞 区 域 中 缺 氧 层 的 边界 (图 6C、 图 6D) 。 由 于 r, 通 常 是 未 知 的 ,因此 在 下 面 的 “ 模 
型 化 参数 的 灵敏 度 分 析 ” 部 分 中 描述 了 其 估计 。 壳 的 表面 处 的 氧 分 压 等 于 Pu。 在 方程 3 中 揪 
入 该 边界 条 件 产生 壳 中 的 氧 分 压 曲 线 (R。 ミ r き R,) 


qo, (RZ Gi Rawin) © 
br cA eh ee 


[0218] Po, (r)= Ps — 


2(@ り ): (4) 
[0219] ”以 及 壳 与 细胞 区 域 之 间 的 界面 处 的 氧 分 压 po (R2) 
2 2 
[0221] ”在 细胞 区 域 中 ,所 递送 的 和 被 消耗 的 氧 的 量 也 是 平衡 的 : 
[0222] 2rr(aD), Po gn (r2 — R2. ) (9 
Or ) 
[0223] ”过 -细胞 区 域 界面 处 的 氧 分 压 Po,(R2) 可 从 方程 4 获得 ,并 且 细 胞 区 域 (NR 、 <r ミ 


R) 中 的 氧 分 压 分 布 为 : 
90。 (R2 中 3 Riin) RI 
i "ey 


2 2 ， 

2 
全 に SE (到 加 (7) 
[0225] ”细胞 区 域 中 缺 氧 的 存在 与 否 
[0226] 出 Avgoustiniatos (Avgoustiniatos 和 Colton,Ann NY Acad Sci .1997:831(1) : 
145-67) 提出 的 模型 假设 存在 细胞 变 为 缺 氧 并 死亡 的 临界 氧 分 压 P,, 没 有 缺 氧 的 细胞 区 域 
具有 ?Po， (Rn) 2 Ppp, 将 该 边界 条 < 件 捕 入 方 程 7 中 : 
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qo, (RZ Rn) Ri 
yh 局) 
[0227] qo R3 p . RN /R, 
~ 4(aD); -他 R2 ) -2 是 本 ) (总 (8) 
[0228] “其 中 对 于 心 - 壳 纤维 Ri; 一 0 并 且 对 于 心 -环节 - 壳 纤 维 Ri， 三 Rs。 在 缺 氧 的 细胞 区 域 


中 , Po。 (Rmin) = Pp 并 HR a 


min 


Rs。 将 该 边界 条 件 插入 方程 7 中: 


ター が 0。 2 4 ョ 2 
Re 局 ee [ 加 あり R 全 | (9) 
[0230] ”可 迭代 地 求解 方程 8 以 找到 确保 完全 氧 合 的 细胞 区 域 的 一 组 纤维 尺寸 (由 Rj、Rs 和 和 
R。 表 示 ) 或 细胞 体积 分 数 ( 柑 入 (aD) , 和 99。 中 ) 。 当 方程 8 的 右手 侧 产 生 负 值 时 ,应 当 使 用 方 
程 9 通过 迭代 估计 ru。 
[0231] ”最 后 ,纤维 的 每 单位 长 度 的 细胞 负 答 为 : 
(RZ — Rmin)e 


[0232] ”细胞 复核 = RE (10) 
[0233] ”其 中 在 芯 - 壳 纤 维 中 Ru 一 0 并 且 在 芯 - 环 带 - 壳 纤 维 中 Ru 一 Rs。 在 存在 缺 氧 的 情况 
下 ,对 于 两 各 纤维 几何 形状 的 组 胸 负 荷 可 通过 替代 R. 二 zh 针对 名 史 区域 中 的 完全 氧 合 区 


域 来 计算 。 
[0234] ”胰岛 素 分 泌 速 率 模型 
[0235] ”使 用 作为 局 部 氧 分 压 的 函数 的 胰岛 素 分 小 速率 的 双 线 性 模型 (Avgoustiniatos 
ES,Massachusetts Institute of Technology;2001;Johnson 等 人 ,Chem Eng Sci.2009; 
64(22) :4470-87) 来 估计 每 单位 长 度 纤 维 的 净 胰 岛 素 分 小 速率 。 

[0236] ”第 一 模型 假设 表示 Pj ,局 部 氧 分 压 , 低 于 该 局 部 氧 分 压 细胞 以 较 低速 率 分 泌 胰 岛 
素 。 所 得 的 具有 次 最 大 胰岛 素 分 泌 速 率 的 细胞 层 具有 人 径 向 边界 rj ,并 且 因 为 Pj>P,, 即 使 存在 
缺 氧 ,对 于 两 种 类 型 的 纤维 它 也 遵循 r | 宇 R,,。 将 该 边界 条 件 插入 方程 7 中 : 
_ 02(R3 — Rmin) | . ) 

2(cD); R; 


osR Ron 
-| wm 

[0238] ”其 中 对 于 具有 完全 氧 合 的 细胞 区 域 ,在 芯 - 充 纤维 中 R,,, 二 0 (图 7A) 并 且 在 心 - 环 
带 - 达 纤维 中 R,, 一 R, (图 7B) ;而 在 存在 缺 氧 的 情况 下 ,对 于 两 种 纤维 R， 一 r (图 7C、 图 7D) 。 
当 该 方程 的 右手 侧 产 生 大 于 Pj 的 值 时 ,这 意味 着 r==R,, 并 且 不 存在 具有 次 最 大 胰岛 素 分 泌 
速率 的 细胞 层 。 

[0239] ”第 二 模型 假设 规定 :对 于 po, (7) < 已: 


Po, (r) 
P, (12) 


‘WH 


[0237] 


[0240] f(r) = 
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[0241] ”并 且 对 于 po,(7) 二 局 : 
[0242] f(r)=1(13) 

[0243] ”其 中 f 是 最 大 胰岛 素 分 泌 速 率 的 分 数 。 因 此 ,具有 最 大 胰岛 素 分 泌 速 率 放 
横 截 面积 6 
[0244] Am = A(R? —7/) (14) 
[0245] ”而 具有 次 最 大 胰岛 素 分 泌 速 率 的 细胞 层 的 净 横 截面 积 : 


胞 层 的 


襄 
| 
Ne 


ri 
[0246] As =| f(r)2nrdr 

Rn (15) 
[0247] ”其 中 对 于 具有 完全 氧 合 的 细胞 区 域 ,在 芯 - 达 纤维 中 R=0 并 且 在 芯 - 环 带 -过 纤 
维 中 Ri 一 Rs; 而 在 存在 缺 氧 的 情况 下 ,对 于 两 种 纤维 Ri 一 ri 最 后 ,纤维 的 每 单位 长 度 的 分 
小 能 力 为 : 


(4w + As)e 


0248] ”分 沁 能 力 = 
[0248] 。 分泌 能 力 rR? (16) 


[0249] ”模型 实现 

[0250] ”在 MS Excel 中 进行 随 径 向 距离 变化 的 氧 分 压 和 胰岛 素 分 泌 速 率 分 数 的 计算 。 当 给 
定 设 定 为 P, 或 P| 的 目标 Po (Rain) 和 人 恒定 纤维 尺寸 时 ,其 中 纤维 直径 为 2R, , 壳 厚 度 为 R -R。， 
环 带 厚度 为 R,-R, (如 果 适 用 ) ,并 且 芯 直径 为 2R, 或 2R,, 使 用 Goal Seek 求 解 方 程 8 中 的 8。 男 
选 地 , 当 方 程 8 的 右 侧 尺寸 产生 负 值 时 ,在 方程 9 中 使 用 相同 的 Po, 《Rmin) 目标、 纤维 尺寸 和 
8 ,以 经 由 Goal Seek 找 到 r,。 然 后 ,使 用 单独 的 Goal Seek 从 方程 11 佑 计 ri。Visual Basic 脚 
本 用 于 方程 15 的 自动 化 迭代 计算 和 积分 。 

[0251] ”模型 参数 选择 
[0252] ”从 文献 中 检索 模型 参数 的 值 (参见 表 2) .尽管 在 一 些 参数 值 中 遇 到 了 可 变性 ,但 这 
些 参 数值 中 的 大 多 数 是 从 由 Avgoustinitos、Colton 等 人 (Avgoustiniatos ES, 
Massachusetts Institute of Technology;2001;Johnson 等 人 ,Chem Eng Sci.2009;64 
(22) :4470-87) 进行 的 建 模 工 作 中 获得 的 ,然而 ,我 们 选择 根据 Pappas 及 其 同事 报道 的 人 胰 
岛 氧 消耗 速率 的 测量 结果 (Papas 等 人 ,PLoS 0ne.2015;10(8) :e0134428) 和 人 胰岛 细胞 组 
成 的 测量 结果 (Pisania 等 人 ,Lab Investig.2010;90 (11) :1661-75;Pisania 等 人 ,Lab 
Investig.2010;90(11) :1676-86) 来 估计 Vs 为 了 解决 参数 值 的 可 变性 ,进行 单 次 单 因子 
灵敏 度 分 析 , 其 中 输入 变量 的 变化 范围 覆盖 了 文献 中 报道 的 那些 (参见 以 下 标题 为 “模型 化 
参数 的 灵敏 度 分 析 ” 的 部 分 ) 。 
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腹膜 腔 内 氧 分 
压 ( 植 入 物 外 部 ) 
最 大 胰岛 素 分 
沁 时 细胞 处 的 


0253 
0060 | 最小 和信 大 


每 单位 体积 胰 
岛 的 最 大 氧 消 


耗 速率 ^ 


水 中 氧 的 有 效 
扩散 系数 B 
细胞 中 氧 的 有 
效 扩 散 系 数 
[0254] “| 汇 酸 盐 中 和 氧 的 
有 效 扩散 系数 
A 从 每 DNA 的 平均 氧 消耗 速率 换算 ， 假 设 每 胰岛 1500 个 细胞 和 
每 细胞 6.9 pg 的 DNA。 


[0255] ”结果 
[0256] 蕊 - 充 和 芯 - 环 带 - 壳 几 何 形 状 的 比较 

[0257] ”在 同 轴 流动 察 焦 纤 维 打印 中 ,可 通过 操纵 流速 材料 粘度 以 及 打印 关 设 计 来 调节 
尺寸 .我 们 集中 在 lmm 纤 维 上 ,因为 1-1.5mm 的 特征 (例如 微 球体 ) 与 较 小 的 微 球体 相 比 已 经 
显示 出 具有 降低 的 FBR (Veiseh 等 人 ,Nat Mater.2015 年 6 月 ;14(6) :643-51) 。 分 析 気 消耗 以 
比较 芯 - 壳 和 已- 环 带 - 壳 纤维 ,两 者 均 具 有 由 4% 汇 酸 共 组 成 的 150pm 免 疫 保护 过 和 具有 2% 
深 酸 盐 的 细胞 区 域 .对 暴露 于 40mmHg 腹 膜 内 氧 分 压 的 这 些 纤 维 进 行 模拟 ,改变 细胞 体积 分 
数 (ge) 以 鉴定 细胞 区 域 被 完全 氧 合 或 具有 最 大 胰岛 素 分 泌 速 率 的 最 大 细胞 负荷 (图 8A- 图 
8D) 。 增 加 细胞 体积 分 数 超过 前 者 导致 氧 限制 (图 8E- 图 8F) ,并 且 因 此 只 有 当 芯 - 壳 纤维 的 
胞 负荷 与 芯 - 环 带 - 壳 纤维 的 细胞 负荷 匹配 时 我 们 才 对 芯 - 壳 纤维 探索 这 种 情况 (参见 下 
の 9 
[0258] ”首先 计算 完全 氧 合 细胞 区 域 的 最 大 细胞 体积 分 数 , 即 模拟 目标 为 0. ImmHg 的 最 小 
氧 浓 度 。 如 图 9A 所 示 , 对 于 待 完全 氧 合 的 芯 - 壳 纤维 细胞 区 域 ,最 大 s 为 16.5% 。 这 包括 具有 
跨越 350-hm 细 胞 区 域 半 径 的 159hm 的 次 最 大 胰岛 素 分 刻 速 率 的 内 细胞 层 (在 图 8C 中 示意 为 
樽 色 区 域 ) .添加 150hm 半 径 的 无 细胞 芯 并 因此 添加 200-hm 厚 的 细胞 环 带 ,在 忌 - 环 带 - 壳 几 
何 形状 中 ,最 大 s 增 加 到 25.3% ,并 量具 有 次 最 大 胰岛 素 分 泌 速 率 的 细胞 层 的 厚度 仪 为 94pm 
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(图 9B) 。 对 于 所 有 以 最 大 速率 产生 胰岛 素 并 因此 使 其 效用 最 大 化 的 细胞 ,附加 的 模拟 以 
5.1mmHg 的 最 小 氧 浓度 为 目标 ( 表 2) ,这 将 芯 - 充 纤 维 的 最 大 :从 16.5% 降 低 到 14.6% (图 
9C) ,并 且 将 忌 - 环 带 - 壳 纤维 的 该 值 从 25.4% 降 低 到 22.4% (图 9D) .将 忆 - 壳 纤 维 的 细胞 体 
积分 数 从 16.5% 增 加 到 18.4% 导 致 跨越 细胞 区 域 半 径 68um 的 缺 氧 细胞 层 , 并 且 被 具有 次 最 
大 胰 名 素 分 论 速 率 的 123-hm 细 胞 层 包 封 ( 図 9E) 。 
[0259] ”与 心 - 壳 纤 维 中 的 49% 相 比 , 心 - 环 带 - 壳 纤维 中 的 无 细胞 芯 将 细胞 区 域 面 积 限 制 
为 纤维 面积 的 40% .然而 ,细胞 区 域 的 径 向 置换 基本 上 使 细胞 比 具 有 心 - 壳 几何 形状 的 纤维 
更 靠近 氧 源 , 使 得 细胞 体积 分 数 和 最 大 胰 铝 素 分 刻 时 的 细胞 比例 均 增 加 。 例 如 ,在 最 小 氧 淡 
度 目 标 为 5.lmmHg 的 具有 最 大 胰岛 素 分 泌 速 率 的 纤维 中 ,细胞 负 谷 (参见 方程 10) 対 十 芯 - 売 
为 纤维 面积 的 7.1% ,并 且 对 于 心 - 环 带 - 壳 儿 何 形状 为 9% (图 10A) 尽管 这 看 起 来 只 是 微 不 
足 道 的 增加 ,但 要 在 具有 350-pm 半 径 细胞 区 域 的 芯 - 充 纤维 中 匹配 后 细胞 负荷 需要 将 s 
增加 到 18.4% ,但 这 导致 3.7% 的 细胞 区 面积 变 为 缺 氧 ,并 且 25.9% 的 细胞 区 面积 具有 次 最 
大 胰岛 素 分 泌 。 这 两 种 细胞 层 都 可 在 体内 释放 损伤 相关 的 分 于 模式 DAMP) 并 引起 移植 失败 
(Paredes-Juarez 等 人 ,Sci Rep.2015;5(9 月 ) :1-12) 。 
[0260] 此 外 ,如 图 10B 所 示 , 该 蕊 - 充 纤 维 的 分 泌 能 力 仅 为 纤维 面积 的 7.4% ,而 具有 
胰岛 素 分 泌 ( 即 , 等 于 其 细胞 负 奏 ) 的 芯 - 束 帯 - 売 和佐 的 分 泌 能 力 罰 9% .对 于 具有 完全 氧 合 
细胞 区 域 的 芯 - 壳 纤维 ,分 泌 能 力 为 纤维 面积 的 7.3% .总 之 , 当 与 心 - 壳 纤 维 相 比 时 ,具有 了 
大 胰 品 素 分 泌 速 率 的 环 带 细胞 区 域 使 分 泌 能 力 增 加 至 少 20% .有 趣 的 是 ,具有 完全 氧 合 台 
胞 区 域 的 尽 - 环 市 - 壳 纤 维 的 细胞 负荷 为 10.1% (图 10A) ,高 于 其 具有 最 大 胰岛 素 分 泌 速 率 
的 对 应 物 ,但 其 分 这 能 力 仅 为 纤维 面积 的 7.9% (图 10B) ,因为 内 部 37% 的 细胞 区 域 面 积 暴 
露 于 低 于 5.1mmHg 的 氧 浓度 (图 9B) .分泌 能 力 的 14% 降 低 突出 了 环 带 细胞 区 域 对 向 最 大 胰 
岛 素 分 泌 的 重要 性 , 而 不 是 旨 在 包 封 可 氧 合 的 细胞 的 最 大 数量 。 
[0261] “对 于 具有 150hm 免 疫 保护 过 的 Imm 纤 维 ,增加 细胞 体积 分 数 导 致 心 -过 纤维 分 泌 能 
力 的 微小 増加 。 相 反 ,具有 较 高 细胞 体积 分 数 的 芯 - 环 带 - 壳 纤维 具有 较 低 的 分 泌 能 
而 ,这 些 纤维 的 几何 形状 使 得 能 够 在 纤维 半径 和 壳 厚 度 保持 恒定 的 同时 调节 环 带 厚 
此 ,我们 探索 了 改变 细胞 区 域 环 带 厚 度 对 分 泌 能 力 的 影响 。 在 这 些 模 拟 中 ,调整 细胞 体积 分 
数 s) 以 鉴定 细胞 区 域 具 有 最 大 胰 品 素 分 刻 速 率 时 的 最 大 细胞 负荷 。 如 图 10C 所 示 , 随 着 环 
带 细胞 区 域 厚 度 的 增加 ,最 大 se 和 分 刻 能 力 均 降 低 。 换 句 话 讲 , 减 小 细胞 区 域 的 径 向 置换 基 
本 上 将 细胞 放置 得 更 远离 氧 源 并 日 接近 心 - 壳 纤维 ,在 男 一 方面 ,具有 较 注 的 环 带 细胞 区 域 
的 纤维 ,除了 增加 的 分 泌 能 力 之 外 ,还 可 湾 在 地 最 小 化 径 向 推倒 的 细胞 聚集 体 竞争 向 内 扩 
教 氧 的 发 生 .。 诸 如 胰岛 的 产生 胰岛 素 的 细胞 聚集 体 的 尺寸 和 大 小 分 布 Tse 等 人 ,Front 
Bioeng Biotechnol.2021;9:634403;Huang 等 人 ,Cell Transplant.2018 年 7 月 28 日 ;27 
(7) :1017-26;Schulz 等 人 ,PLoS 0ne.2012 年 1 月 ;7(5) : e37004;Rezania 等 人 ,Nat 
Biotechnol.2014;32(11) :1121-33;Pagliuca 等 人 ,Cel1.2014;159(2) :428-39) 对 用 于 包 
封 的 最 小 环 剖 厚度 形成 下 限 。 然 而 , 较 小 的 再 聚集 胰岛 (Kojima 等 人 ,Organogenesis.2014: 
10 (2) :225-30) 可 用 于 实现 使 用 和 利用 进一步 减 小 环 带 细 胞 区 域 扩 寸 的 益处 。 

[0262] ”已 - 环 带 - 壳 纤维 的 灵敏 度 分 析 
[0263] ”数学 模型 提供 了 有 用 的 预测 ,而 不 管 诸如 在 上 述 分 析 中 使 用 的 模型 参数 值 的 不 确 
定性 以 及 真实 可 变性 .如 果 模 型 可 探索 这 种 可 变性 的 结果 , 则 该 模型 甚至 更 有 用 ,并 且 这 是 
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通过 进行 单 次 单 因子 灵敏 度 分 析 以 探索 表 2 (图 12A- 图 12F) 中 所 示 的 模型 参 数 的 変化 来 完 
成 的 ,在 改变 纤维 参数 (细胞 体积 分 数 、 壳 厚度 、 环 带 厚 度 和 无 细胞 芯 直 人 径 ) 的 同时 进行 类 似 
的 分 析 ,以 评估 在 打印 时 可 能 发 生 的 一 系列 不 同 的 纤维 设计 和 /或 变化 (图 13A- 图 13D) ,在 
两 种 灵敏 度 分 析 中 ,选择 图 9D 中 的 芯 - 环 带 - 壳 纤维 作为 基础 情况 ,因为 预测 其 具有 最 高 的 
细胞 负荷 ,同时 保持 所 有 植 入 细胞 的 最 大 胰岛 素 分 泌 速 率 . 如 图 11 所 示 , 这 些 分 析 的 结果 被 
概括 为 不 同 纤维 层 的 径 向 边界 ,这 些 纤维 层 可 围绕 x 轴 垂直 旋转 以 形成 纤维 横 截 面 。 
[0264] ”模型 参数 的 灵敏 度 分 析 
[0265] ”在 第 一 灵敏 度 分 析 中 ,我 们 从 解决 纤维 表面 处 的 氧 分 压 (P;) 的 不 确定 性 开始 ,在 
动物 、 非 人 灵 长 类 动物 和 入 的 不 同 研 究 中 ,已 经 报道 和 /或 腹膜 内 (和 其 他 植 入 部 位 ) 测量 了 
种 氧 浓 度 (Safley 等 人 ,Transplantation.2020;104 (2) :259-69;Papas 等 人 ,Adv Drug 


Deliv Rev.2019;139:139-56。 因 此 ,P. :的 分 析 范 围 为 3- 100mmHg ,并 且 包 括 血 液 中 发 现 的 氧 
分 压 。 如 前 所 述 , 当 暴露 于 表面 氧 分 压 P,=40mmHg 时 ,所 分 析 的 芯 - 环 带 - 纤 维 在 整个 细胞 区 
域 具有 最 大 的 胰岛 素 分 泌 。 因 此 ,增加 P, 超 过 该 基础 情况 值 导致 在 纤维 横 截 面 中 遇 到 的 最 
小 氧 分 压 的 伴随 升 高 .相反 ,如 图 12A 中 所 见 , 即 使 P, 的 适度 的 降低 也 导致 只 有 次 最 大 胰岛 
素 分 泌 速 率 的 细胞 层 的 形成 和 快速 增 厚 。 在 P, 科 34mmHg 时 ,该 细 胞 层 的 膀 胀 随 着 缺 氧 层 的 
多 成 而 减少 .PP 过 15mmHg 时 不 能 维持 最 大 胰岛 素 分 ) 泌 率 。 


[0266] 接 下 来 , 我 付 考 察 了 最大 胸 品 素 分 泌 速 率 所 需 的 気分 庄 (PI) 和 细胞 死亡 时 的 氧 分 
压 (Py 的 不 确定 性 .P| 的 值 由 Avgoustiniatos (Avgoustiniatos ES,Massachusetts 
Institute of Technology;2001) 从 烘 露 于 不 同体 氧 浓度 的 犬 和 岂 胰 岛 的 胰岛 素 分 说 测量 
结果 (Dionne 等 人 ,Diabetes.1993;42(1) :12-21) 中 估计 。 然 而 ,对 于 人 胰岛 ,P; 的 值 可 能 不 
同 ,并 且 据 我 们 所 知 , 该 压力 没有 被 直接 测量 .因此 ,P; 的 分 析 范 围 为 0.5-10mmHg ,其 中 下 限 
接近 胰腺 细胞 对 氧 的 Michaelis-Menten 常 数 (Dionne 等 人 ,Diabetes.1993;42(1) :12-21) 
并 且 上 限 先前 被 Avgoustiniatos 用 于 开发 胰岛 素 分 泌 速率 分 数 模型 Avgoustiniatos ES, 
Massachusetts Institute of Technology;2001) .对 于 P) 的 值 , 它 被 确定 为 诱导 肝 允 胞 中 
鉄 気 外 胞 死亡 的 性 界 気 分 床 (Anundi 和 Groot ,Am J Physiol.1989 年 7 月 ;257(1Pt 1) :G58- 
64。 由 于 该 研究 被 大 多 数 细胞 包 封 氧 传递 模型 所 引用 ,我 们 采取 使 用 十 倍 减少 /增加 (0.01- 
1mmHg) 作为 P 的 分 析 范 围 。P; 和 P 值 的 变化 并 不 影响 纤维 横 截 面 中 遇 到 的 最 小 氧 分 压 。 然 
而 ,在 P>5.1mmHg 时 观察 到 具有 次 最 大 胰岛 素 分 泌 速 率 但 无 缺 氧 细胞 层 的 逐渐 变 厚 的 细胞 
层 (图 12B) 。 对 于 P,>0.1mmHg 也 观察 到 这 种 模式 ,但 具有 次 最 大 胰岛 素 分 泌 速 率 的 细胞 层 的 
生长 明显 较 慢 (图 120) 。 
[0267] ”人 胰岛 和 其 他 产生 胰岛 素 的 细胞 的 氧 消 耗 速率 最 近 由 Tse 等 人 概述 Te 

Front Bioeng Biotechnol.2021;9:634403,。, 因 此 ,我 们 使 用 这 些 值 (0.01-0.05mol。 m'*s 
-作为 细胞 最 大 氧 消耗 速率 的 分 析 范 围 (aa 。V， 值 的 变化 与 纤维 横 截 面 中 遇 到 的 最 小 氧 
分 压 成 反比 。 因 此 ,对 于 V，,>0.014mol。m“”。s (基础 情况 值 ) ' 存 在 具有 次 最 大 胰 曲 素 分 
泌 速 率 的 细胞 层 的 快速 增 厚 (图 12D) 。 该 细胞 层 的 膨胀 在 Y 0.0165mol・m*・s 时 改变 
了 斜率 ,此 时 缺 氧 首次 出 现 。 这 些 观察 结果 呼应 了 来 自 Dionne 等 人 的 观点 , 即 除 了 其 他 特征 
外 , 包 封 的 胰岛 素 产 生 细胞 应 理想 地 具有 低 氧 消耗 速率 Dione 等 人 In:Lanza RP,Chick WL 
编辑 Pancreatic Islet Transplantation:Vol III Immunoisolation of Pancreatic 
Islets.Austin,TX:R G Landes Co;1994. 第 119-31 页 ;Wright 和 Poha jdak ,Cel1l 
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Transplant.2001:10 (2) :125-43) 。 

[0268] 对 于 细胞 中 氧 的 有 效 扩 散 系 数 (aD) 细胞 " Avgoustiniatos 和 Colton 
(Avgoustiniatos 和 Colton,Ann N Y Acad Sci.1997;831(1) :145-67) 假设 其 值 约 等 于 37 
C 下 水 中 氧 的 扩散 系数 (Dj. 二 2.78。，10 cm 。s ) 与 氧 溶解 度 系数 (@ 二 1.27*10 mol。 
cm "*・mmHg '!) 之 间 的 乘积 的 三 分 之 一 ,相反 ,Buchwald (Buchwald,Theor Biol Med 
Model.2009 年 4 月 16 日 ;6(1) :5) 使 用 Dy 二 3.0*10 cm 。s 和 ol 一 1.45。10 mol。 cm 。 
mmHg 1 ,并 且 假 设 氧 在 细胞 中 的 扩散 系数 为 Da 一 2.0*10 "cm “。s .因此 , (aD) gg 的 分 析 范 
围 为 0.35-4.5。10-14nol。cm 「・mmHg 1 。s ,其 中 下 限 为 由 Avgoustiniatos 和 和 Colton 
(Avgoustiniatos 和 Colton,Ann N Y Acad Sci.1997;831(1) :145-67) 所 用 的 值 的 十 分 之 
一 ,而 上 限 为 由 Buchwald (Buchwald,Theor Biol Med Model.2009Apr 16:6(1) :5) 所 用 的 
Di 与 ox 之 间 的 乘积 。 增 加 (oD) 的 值 导致 在 纤维 横 截 面 中 遇 到 的 最 小 氧 分 压 的 伴随 升 高 。 
将 (aD) 4 降低 至 基础 情况 值 的 10% 导 致 形成 具有 次 最 大 胰岛 素 分 沦 速 率 的 70-bm 细 胞 层 
(图 12B) .这 种 中 等 的 影响 归 因 于 仅 为 纤维 面积 的 9% 的 细胞 负荷 。 
[0269] ”如 Avgoustinitos 和 Colton(Avgoustiniatos 和 Colton,Ann N Y Acad Sci.1997; 
831 (1) :145-67) 所 建议 的 ,使 用 用 于 复合 介质 的 麦克 斯 吉尔 关系 (方程 2) 计算 用 于 壳 gD) , 
和 细胞 区 域 CD) 。 ,的 队 酸 盐水 凝 胶 中 氧 的 有 效 扩 散 系 数 。 相 反 ,Dulong 和 Legalla 使 用 
Mackie-Meares 方 程 来 估计 党 酸 盐 浓度 的 变化 对 深 酸 盐水 凝 胶 中 氧 扩散 系数 的 影响 
(Dulong 和 Legallais,J Biomech Eng.2005 年 12 月 1 日 ;127(7) :1054-61) 。 本 报道 和 来 自 
Buchwald 的 两 个 报道 (Buchwald) 均 使 用 2.5。10 "cm*・s 作为 氧 在 1.2% 和 3% 葆 酸 盐水 凝 
胶 中 的 扩散 系数 的 值 .对 于 相同 的 洽 酸 盐水 凝 胶 , 当 使 用 ,一 2.78。10 cm 。s 以 及 Dam 
一 0, 即 由 Avgoustiniatos 和 Colton(Avgoustiniatos 和 Colton,Ann N Y Acad Sci.1997; 
831(1) :145-67) 报道 的 值 时 ,方程 2 分 别 产生 2.73 和 2.66cm。s 。 然 而 ,在 Buchwald 的 报道 
以 及 Dulong 和 Legallais 的 报道 中 ,作者 没有 规定 是 否 对 深 酸 盐水 凝 腕 中 氧 的 溶解 度 系 数 
进行 调节 。 因 此 ,为 了 确定 (CD) , 和 (gD) .的 分 析 范 围 ,我 们 采取 使 用 如 针对 (CD) 的 相同 
分 析 范 围 .尽管 将 (aD) gy 的 值 降低 到 基础 情况 的 10% 具 有 中 等 影响 ,但 (aD) , 和 (gD) 。 ,的 值 
的 相同 降低 导致 形成 跨越 79% 细 胞 区 域 面 积 的 缺 氧 细胞 层 ,并 且 不 存在 具有 最 大 胰岛 素 
泌 速 率 的 细胞 层 (图 12F) 。 有 效 扩散 系数 的 影响 的 这 种 差异 归 因 于 党 酸 盐 水 凝 胶 含量 高 
纤维 模 截 面 中 细胞 的 含量 。 
[0270] 所 分 析 的 蕊 - 环 带 - 却 纤 维 的 目标 是 通过 将 最 小 氧 浓度 定 为 5.1mmlg ,使 所 有 细 有 
以 最 大 速率 产生 胰岛 素 。 然 而 ,在 灵敏 度 分 析 中 , 当 增 加 V ,时 ,以 及 当 减 少 Pi、(aD) ;和 
D) 。* 时 ,观察 到 具有 缺 氧 细胞 层 的 纤维 横 和 截面。 提出 了 未 来 的 理论 研究 ,以 通过 析 因 灵敏 有 
分 析 来 查看 这 些 变量 之 间 的 相互 作用 。 在 初步 分 析 中 ,我 们 发现 纤维 设计 期 间 VYV_ ，、(D) ;和 
GD) 。 ,的 值 同时 变化 士 25% 可 能 是 选择 细胞 体积 分 数 的 实际 安全 裕 度 。 应 用 该 安全 裕 度 等 
同 于 设计 Pi 降低 10-mmHg 的 纤维 。 然 而 ,除了 模型 参数 之 外 ,还 存在 可 能 影响 体内 包 封 装置 
性 能 的 其 他 因素 ,诸如 沿 纤维 的 细胞 负 奏 的 变化 和 /或 与 目标 纤维 层 尺 寸 的 偏差 ,因此 , 进 
行 第 二 灵敏 度 分 析 以 说 明 此 类 可 变性 并 评估 一 系列 不 同 的 纤维 设计 。 
[0271] 细胞 负荷 和 纤维 尺寸 的 灵敏 度 分 析 
[0272] ”该 灵敏 度 分 析 集 中 在 制造 期 间 可 控制 的 主要 纤维 设计 变量 上 。 首 先 , 我 们 探索 了 
细胞 负 答 的 可 变性 的 影响 ,从 而 探索 了 细胞 区 域 中 的 细胞 体积 分 数 g。e 的 分 析 范 围 为 0- 
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100% ;尽管 在 如 此 高 细胞 浓度 下 生物 打印 的 可 行 性 仍 有 符 测 试 ,但 Iwata (Iwata 等 
Artif Organs.2018;42 (8) :E168-85) 以 及 Avgoustiniatos(Avgoustiniatos 和 Colton,Ann 
N Y Acad Sci.1997;831 1) :145-67) 报道 的 模型 均 探索 了 类 似 的 场景 .将 ge 降低 到 低 于 基 
础 情况 值 导致 拷 维 横 截面 中 过 到 的 最 小 氧 分 压 升 高 。 如 图 13A 所 示 , 增 加 se 导致 具 有 次 最 大 
胰岛素 分 泌 速 率 的 细胞 层 的 形成 和 快速 增 厚 。 在 s 这 25.3% 时 ,该 细胞 层 的 膛 胀 随 着 缺 氧 层 
的 形成 而 减少 ,这 些 观 察 结 果 归 因 于 同时 影响 了 细胞 区 域 的 氧 消耗 速率 90s 和 细胞 区 域 中 
氧 的 有 效 扩散 系数 gD) , (方程 1 和 2) .因此 ,s 的 增加 导致 oz 和 (oaD) ,的 值 分 别 更 高 和 更 低 。 
接着 ,改变 充 厚 度 ,同时 保持 恒定 的 无 细胞 蕊 直径 和 环 市 细胞 区 域 厚度 .分 析 范 围 为 15-350 
um, 其 中 下 限 为 基础 情况 下 壳 厚 度 的 十 分 之 一 ,并 有 旦 上限 相当 于 胰岛 微 包 封 中 的 免疫 保护 
膜 厚度 , 即 500-pm 微 潮 中 的 150-pm 胰 岛 , 因 此 ,纤维 直径 冯 1mm, 基础 情况 除外 。 将 壳 厚 度 降 
低 到 低 于 基础 情况 值 导致 纤维 横 截 面 中 遇 到 的 最 小 氧 分 压 升 高 。 如 图 13B 所 示 , 增 加 壳 厚 度 
导致 具有 次 最 大 胰岛 素 分 泌 速 率 的 细胞 层 的 形成 和 逐渐 增 厚 。 在 过 厚度 过 207hm 时 , 该 细胞 
层 的 膨胀 率 随 着 缺 氧 层 的 形成 而 降低 。 在 该 范围 的 上 限 ,具有 最 大 胰岛 素 分 泌 速 率 的 细胞 
仅 占 细胞 区 域 的 35.3% , 而 缺 氧 细胞 占 细胞 区 域 面 积 的 15.5%。 

[0273] ”最 初探 索 了 在 保持 恒定 的 坏 带 细胞 面积 和 壳 厚 度 时 无 细胞 芯 半 径 的 可 变性 的 影 
响 。 因 此 , 环 和 带 细胞 区 域 厚度 去 200pm, 基础 情况 除外 .分 析 范 围 与 如 针对 壳 厚 度 15-350hm 的 
相同 无 细胞 芯 半 径 高 于 基础 情况 值 导 致 纤维 横 截 面 中 遇 到 的 最 小 氧 分 压 升 高 。 如 图 13C 所 
示 , 无 细胞 已 半径 的 减 小 导致 环 带 厚 度 的 逐渐 增加 以 及 具有 次 最 大 胰岛 素 分 讼 速率 的 细胞 
层 的 形成 和 逐 痢 增 厚 。 在 无 细胞 芯 半 径 科 97hm 时 ,该 细胞 层 的 膀 胀 率 随 着 缺 氧 层 的 形成 而 
降低 ,在 该 范围 的 下 限 , 具 有 最 大 胰岛 素 分 泌 速 率 的 细胞 仅 占 细胞 区 域 的 66.6% ,而 缺 氧 4 
胞 占 细 胞 区 域 面积 的 5.6%。 
[0274] ”然后 改变 无 细胞 蕊 半径 ,同时 保持 恒定 的 环 囊 细胞 厚度 ,因此 , 坏 市 细胞 区 域 面积 
取 3.14*。10 “mm ,基础 情况 除外 。 无 细胞 芯 半 径 低 于 基础 情况 值 导致 纤维 横 截 面 中 遇 到 的 
最 小 氧 分 压 升 高 。 无 细胞 心音 径 的 增加 导致 环 带 厚 度 的 逐渐 增加 ,以 及 如 图 13D 所 示 , 具 有 
次 最 大 胰岛 素 分 泌 速 率 的 细胞 层 的 形成 和 逐渐 增 厚 ,以 及 在 无 细胞 疙 半径 和 310hm 时 缺 氧 
的 基 有 


胞 层 的 形成 。 在 该 范围 的 上 限 , 具 有 最 大 胰岛 素 分 泌 速 率 的 细胞 仅 占 细胞 区 域 的 55% ,而 
缺 氧 细胞 占 细胞 区 域 面 积 的 1.3% 。 而 在 该 范围 的 下 限 ,所 有 细胞 具有 最 大 的 胰岛 素 分 泌 速 
率 ,但 由 于 环 市 面积 的 减少 ,细胞 负 符 从 9% 减 少 到 8.1%。 
[0275] ”由 于 保持 恒定 的 环 带 厚度 改变 了 所 得 纤维 横 截 面 的 细胞 区 域 面积 ,出 现 了 无 细胞 
芯 半 径 的 两 种 变化 的 差异 。 反 过 来 ,给 定 恒 定 的 细胞 体积 分 数 s ,这 些 改变 影响 细胞 负荷 。 相 
肥 , 增 加 无 细胞 蕊 半径 同时 保持 恒定 的 细胞 区 域 面积 不 引起 细胞 负 春 的 增加 。 
[0276] “ 当 s、 壳 厚度 和 无 细胞 蕊 半径 增加 而 环 读 厚 度 恒 定时 ,以 及 当 无 细胞 忌 半 径 减 小 而 
环 带 面积 恒定 时 ,观察 到 具有 缺 氧 细胞 层 的 纤维 横 截 面 。 纤 维 尺寸 和 打印 期 间 s 的 可 变性 

能 比 这 里 研究 的 范围 小 得 多 , 即 ,与 期 误 的 纤维 尺寸 或 细胞 分 布 偏离 几 十 微米 。 然 而 ,导致 
纤维 参数 变化 的 扰动 可 能 不 是 完全 正 交 的 并 引起 相互 作用 。 例 如 , 与 环 带 的 收缩 相关 的 壳 
厚度 的 轻微 变化 也 可 导致 无 细胞 芯 的 尺寸 变化 .这些 变化 仍 在 被 表征 ,并 且 它 们 的 相互 作 
] 应 在 不 久 的 将 来 通过 析 因 灵敏 度 分 析 来 探索 ,此 外 ,复杂 的 有 限 元 建 模 方法 (Dulong 和 
Legallais,Biotechnol Bioeng.2007 年 4 月 1 日 ;96 (5) :990-8;Johnson 等 人 ,Chem Eng 
Sci.2009;64(22) :4470-87) 可 用 于 研究 纤维 设计 对 单个 细胞 聚集 体 的 氧 合 和 分 泌 能 力 的 
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分 压 。 
[0288] ”球形 和 圆柱 形 几 何 形 状 的 模型 输出 在 图 17A 中 示 出 。 对 于 每 个 分 压 迹 线 , 摘 绘 了 关 
于 半径 的 壳 - 心 界面 位 置 . 用 于 生成 图 17A 的 数据 的 装置 尺寸 在 图 17B 中 摘 绘 。 
[0289] ”图 18A 说 明了 环 带 装置 的 氧 分 布 ,其 与 球形 和 圆柱 形 装 置 的 氧 分 布 重 登 。 环 带 - 蕊 
界面 处 的 分 压 为 26.3mmHg。 图 18A 示 出 的 是 根据 环 市 - 蕊 界面 和 壳 - 坏 和 带 界面 的 半径 的 位 置 。 
] 十 2 成 图 184 的 数据 的 装置 改 十 在 图 18B 中 描绘 .在 该 实施 例 中 ,圆柱 形 和 环 带 纤 维 两 对 
中 的 细胞 区 域 为 17.7。10hm .其 他 环 带 区 域 的 氧 分 布 在 图 19A 中 描绘 ,以 及 对 应 的 装置 尺 
寸 和 其 他 各 种 参数 (图 19B) 。 
[0290] ” 氧 分 布 研究 的 结果 表明 , 随 着 环 带 厚度 增加 , 环 带 - 心 界面 处 的 p0, 降 低 。 
[0291] ”胰岛 素 分 泌 分 析 仪 
[0292] ”所 使 用 的 模型 输入 是 在 氧 分 析 仪 建 模 程序 中 使 用 的 装置 尺寸 ,以 及 从 氧 分 析 仪 建 
模 程 序 获 得 的 氧 分 布 。 建 模 过 程 包 括 将 输入 转化 为 司 部 胰岛 素 分 说 (作为 正常 的 %) 。 建 模 
程序 的 输出 是 随 径 向 距离 和 具有 正常 胰岛 素 分 泌 的 细胞 区 域 面积 变化 的 胰岛 素 分 泌 .区 
204A 示 出 的 是 随 第 一 环 带 装 置 的 径 向 距离 变化 的 氧 分 压 , 并 且 随 第 一 装置 的 径 向 距离 变化 
的 局 部 胰 品 素 分 泌 (最 大 值 的 %) 在 图 20B 中 描绘 ,第 一 装置 尺寸 和 相关 参数 在 图 20C 中 示 
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[0293] ”图 20D 示 出 的 是 随 第 二 环 价 装置 的 径 向 距离 变化 的 氧 分 压 , 并 且 随 第 二 装置 的 径 
向 距离 变化 的 局 部 胰岛 素 分 泌 (最 大 值 的 %) 在 图 20E 中 撞 绘 ,第 二 装置 尺寸 和 相关 参数 在 
图 16F 中 示 出 。 作 为 参考 ,对 应 于 第 一 装置 (参考 图 20A- 图 200) 的 数据 也 在 图 20D- 图 20F 中 示 
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[0294] ”图 206 示 出 的 是 随 第 三 环 市 装置 的 径 向 距离 变化 的 氧 分 压 ,并 且 随 第 三 装置 的 径 
向 距离 变化 的 局 部 胰岛 素 分 泌 (最 大 值 的 %) 在 图 20H 中 描绘 ,第 三 装置 尺寸 和 相关 参数 在 
图 20I 中 示 出 。 作 为 参考 ,对 应 于 第 一 装置 (参考 图 20A- 图 20C) 和 第 二 装置 (参考 图 20D- 图 
20F) 的 数据 也 在 图 206- 图 20I 中 示 出 。 
[0295] ”图 20A- 图 20I 的 数据 说 明 , 具 有 最 大 胰岛 素 分 泌 的 面积 是 坏 带 厚度 的 函数 ,并 且 从 
第 一 效 置 到 第 二 装置 最 大 胰岛 素 分 泌 增 加 ( 环 市 厚度 从 25pm 增 加 到 55pm) ,但 从 第 二 闭 置 到 
第 三 装置 具有 最 大 胰岛素 分 泌 的 面积 减少 ,即使 环 斋 厚 度 从 55hm 增 加 到 62hm。 
[0296] “” 环 带 构 型 查看 器 
[0297] ”在 该 程序 中 ,所 使 用 的 模型 输入 包括 最 大 总 半径 ,并 且 任 选 地 包括 环 带 或 壳 厚 度 。 
建 模 过 程 包括 搜索 最 大 细胞 区 域 面 积 和 与 环 带 - 心 界面 处 的 目标 p0, 的 最 小 差异 。 建 模 过 程 
的 输出 包括 具有 最 大 细胞 区 域 或 胰岛 素 分 沁 区 域 的 环 市 构 型 的 尺寸 。 
[0298] ”图 21A 说 明了 在 具有 不 同 环 带 厚度 (60um、70um、80um) 的 环 带 装置 的 环 带 - 芯 界 面 
处 (参考 图 21B) 的 p0,, 其 随 壳 厚度 (总 半径 で て) 减 去 细胞 半径 で) 变化 ,图 21A 中 的 虚线 表示 
5.1mmHg。 所 示 的 是 两 个 点 (图 示 为 i” 和 ii”) ,它们 被 进一步 分 析 。 转 到 图 21C, 由 点 “i” 和 
“ii” 限 定 的 每 个 装置 的 尺寸 和 各 种 输出 参数 与 特定 圆柱 形状 置 的 尺寸 和 各 种 输出 参数 一 
起 示 出 。 数 据 表明 ,与 圆柱 形 北 置 相 比 ,通过 使 用 环 带 装置 ,可 将 具有 最 大 胰岛 素 分 泌 的 面 
积 增 加 约 两 倍 或 更 多 ,并且 在 环 带 闭 置 中 具有 最 大 胰岛 素 分 泌 的 面积 是 芯 半 径 、 环 带 厚 度 
a 
[0299] ”实施 例 3: 实 心 芯 、 单 诗 构 架 的 理论 氧 输送 和 胰岛 素 分 泌 速 率 以 及 FITC- 稍 聚 糖 释 
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[0300] ”所 封 是 B 细 胞 蔡 代 疗 法 (以 及 其 他 细胞 蔡 代 疗法 ) 的 关键 最 终 制 造 步骤 .诸如 党 酸 
盐 珠 、 纤 维和 厚 片 的 厂 置 则 在 保护 包 封 的 细胞 免 受 免 疫 排斥 ,同时 允许 例如 胰岛 素 、 和 葡萄 精 
和 和 氧 的 输送 。 与 常规 的 球形 省 酸 盐 珠 相 比 ,生物 打印 的 纤维 免疫 保护 的 一 个 重要 优点 是 包 
封 的 细胞 可 被 限制 在 通过 半 透 性 外 过 与 装置 表面 隔离 的 心中 。 包 封 的 细胞 被 该 壳 保 护 并 通 
过 被 动 扩 散 氧 合 , 使 得 主要 是 氧 输 送 限制 了 可 被 包 封 的 细胞 的 体积 。 
[0301] 本 实施 例 的 目的 包括 1) 对 氧 输送 建 模 以 设计 具有 完全 氧 合 心 区 域 的 心 -过 纤维 构 
型 ,2) 使 用 双 线 性 模型 模拟 局 部 氧 分 压 对 胰 咏 素 分 说 速率 的 影响 来 优化 对 糖尿 病 冶 疗 中 的 
应 用 ,以 及 3) 使 用 具有 限定 分 子 范围 的 FITC- 葡 聚 糖 级 合 物 找到 充分 免疫 保护 ( 即 排除 IgG) 
的 最小 売 厚 度 。 
[0302] ”以 类 似 于 以 上 关于 实施 例 1 所 讨论 的 方式 ,腹膜 内 植 入 的 纤维 的 氧 合 的 计算 基于 
公开 的 分 析 模 型 (Twata 等 人 ,Artif Organs.2018;42 (8) :E168-E185;Avgoustiniatos 等 
人 ,Ann N Y Acad Sci.1997;831 (1) : 145- 167) ,并 使 用 MSExce1 和 VisualBasic 脚 本 进行 。 
胰岛 氧 消耗 速率 (qo 、 胰 岛 中 氧 的 有 效 扩散 率 (D1) 和 党 酸 盐 水 凝 胶 中 氧 的 有 效 扩散 率 Dj 
以 及 腹膜 内 和 氧 分 压 的 值 均 从 文献 中 检索 (Papas 等 人 ,PLoS One.2015;10 (8) :e0134428; 
Safley 等 人 ,Transplantation.2020;104(2) :259-269) 。 胰 名 素 分 泌 速 率 的 佑 计 基 于 模型 
(Johnson 等 人 ,Chem Eng Sci.2009;64(22) :4470-4487) ,其 中 假设 8 细胞 在 高 于 5. lmmHg 的 
司 部 氧 分 压 下 保持 其 最 大 胰岛 素 分 泌 速 率 。 

[0303] ”分 析 性 氧 传递 模型 
[0304] ”负载 胰岛 的 生物 打印 纤维 的 实例 在 图 5A 中 描绘 ,如 图 5A 所 示 , 上 胰岛 均 匀 地 分 布 在 
打印 纤维 的 蕊 中 。 通 过 假设 恒定 的 细胞 体积 分 数 ⑭ 简化 了 芯 的 纤维 几何 形状 (图 5B- 图 
5C) 。 相 应 地 调节 该 层 中 氧 的 有 效 扩散 率 D.) 和 消 耗 率 (q 。) : 
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5 c= a (17) 

[0306] qo,= Xao, (8) 

[0307] “为 了 说 明 缺 乏 氧 和 /或 产生 次 最 大 胰岛 素 分 泌 的 芯 层 ,包括 了 这 些 层 的 关于 径 革 

距离 て, 和 r ) 的 潜在 边界 .因此 , 氧 通 过 过 和 心 的 稳 态 扩散 和 反应 速率 分 别 写 为 : 


一 一- ) 
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[0308] ”2rrrDr = 9 or(R2 一緒 ) (19) 


[0309] 2rrD, ーーー ) 


[0310] 使 0 条 件 组 ,通过 假设 1) 纤维 周围 的 恒定 氧 浓度 ,2 仅 径 
可 扩散 ( 即 , 轴 向 扩散 可 忽略 ) ,3) 氧 消 耗 的 零 级 动力 学 ,和 人 少 次 最 大 胰岛 素 分 泌 速 率 ==p0。 
G)7X5.1, 和 迭代 地 求解 这 些 方程 。 
[0311] ” 低 于 20% 的 细胞 体积 分 数 负荷 导致 整个 蕊 的 最 大 胰岛 素 分 沁 速 率 (图 23A) ,并 且 
具有 较 薄 碗 的 纤维 改善 了 心 氧 合 (图 23B) 。 使 用 具有 限定 分 子 量 范围 的 FITC- 葡 聚 糖 级 合 物 
检查 具有 充分 免疫 保护 ( 即 排 除 Ig0) 的 最 小 壳 厚 度 。 数 据 在 图 24A- 图 24F 中 描绘 ,并 说 明了 
从 四 种 类 型 纤维 的 上 清 液 中 回收 的 FITC- 葡 聚 糖 (图 24A- 图 24E) , 以 及 示 出 随分 子 大 小 変化 
的 总 葡 聚 糖 90% 释 放 的 时 间 的 图 (图 24F) 。 在 图 24F 中 ,基于 公开 的 文献 (Schne11 等 


= q'0,7(r? —14) (20) 
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JBiomed Opt.2008:13 (6⑥) :064037) 将 葡 聚 糖 W 转 化 为 流体 动力 学 半径 。 

[0312] ”对 模型 化 参数 进行 单 次 单 因子 灵敏 度 分 析 (图 25A- 图 25B) 。 摘 绘 的 胰岛 氧 消耗 速 
率 值 (图 25A) 和 党 酸 盐水 凝 胶 中 氧 的 有 效 扩散 率 值 (图 25B) 的 不 确定 性 对 氧 合 层 的 影响 。 对 
胰岛 中 氧 的 有 效 氧 扩 散 率 和 B 细 胞 保持 最 大 胰岛 素 分 沁 速 率 的 局 部 氧 分 压 进行 类 似 的 分 析 
(数据 未 示 出 ) 。 由 于 假设 恒定 的 细胞 体积 分 数 ,前 者 对 氧 输送 的 影响 可 忽略 不 计 。 后 者 对 心 
氧 合 没有 影响 。 
[0313] ”因此 ,发现 负 载 最 大 数量 的 氧 合 细胞 可 降低 具有 最 大 胰岛 素 分 泌 速 率 的 细胞 的 比 
侈 ,并 且 与 氧 源 的 分 离 ( 即 , 売 厚 度 ) 影响 忌 氧 合 和 纤维 包 圭 能力。 还 发 现 ,为 了 以 减 小 的 厚 
度 排 除 Ig6, 可 能 需要 对 半 渗 透 性 外 充 中 的 浇 酸 盐 进 行 改 性 ,总 之 ,本 实施 例证 明 , 作 为 氧 输 
送 的 关键 驱动 因素 的 包 封 细胞 的 氧 摄取 需要 仔细 的 测量 和 验证 。 
[0314] ”实施 例 4:C/S 纤 维 的 体外 研究 
[0315] ”两 性 离子 深 酸 盐 纤 维 的 机 械 强 度 
[0316] “将 Min6 往 打印 在 C/S 纤 维 中 ,该 纤维 具有 由 所 示 不 同比 率 的 两 性 离子 沉 酸 盐 与 
SLG100 组 成 的 壳 , 在 培养 基 中 培养 4 天 ,然后 在 克 雷 布 斯 林 格 氏 缓冲 液 中 培养 28 天 (以 接近 
体内 条件 ) .每 3 天 更 换 一 次 缓冲 液 。 共 混 物 中 两 性 离子 深 酸 盐 的 百分比 越 高 ,a) 打印 后 的 机 
械 强 度 越 高 ,但 (b) 打印 后 一 个 月 机 械 强 度 降 低 的 百分比 越 高 图 26A) .图 26B- 图 26E 是 对 应 
于 图 26A 所 描绘 的 数据 的 纤维 的 明 场 图 像 。 
[0317] ”打印 有 由 各 种 抗 FBR 材 料 组 成 的 壳 的 纤维 的 PHI 生 存 力 研究 
[0318] ”根据 特定 的 抗 FPBR 材 料 是 否 文 持原 代 人 胰岛 PHI) 生存 力 ,检查 打印 有 由 各 种 抗 
FBR 材 料 组 成 的 壳 的 C/S 纤 维 。 对 于 实验 , 芯 总 是 由 1.5%SLG100 组 成 ,并 且 细 胞 密度 为 30， 
000 个 胰岛 当量 (IEQ) /mL。 所 测试 的 壳 材 料 包 括 SLG100 (对 照 ) ` 纯 两 性 离子 深 酸 盐 
(McLachlan group,University of British Columbia) 、 纯 两 性 离子 深 酸 盐 (内 部 合成 ) 和 
DMAPS-Ald 或 酰 脐 DMAPS-Hzd (Hoare Group ,参见 表 1) .所 测试 的 各 种 碗 材料 在 24 小 时 时 的 
PHI 的 代表 性 活 / 死 图 像 在 图 27A- 图 27D 中 示 出 。 所 测试 的 各 种 壳 材 料 在 7 天 时 的 PHI 的 代表 
性 活 / 死 图 像 在 图 27E- 图 27H 中 示 出 。 所 有 测试 条 件 均 显 示 打 印 后 7 天 的 高 生存 力 。 

[0319] FF-F 烙 附 的 评估 (优化 制剂 ) 
[0320] ”打印 图 案 化 结构 以 使 用 优化 制剂 评估 环 带 纤维 的 F-F 粘 附 。 在 片上 (图 28A- 图 280) 
和 打印 后 (图 28D- 图 28F) 检查 纤维 的 交 联 ,图 28A 描 绘 了 在 片上 交 联 检查 中 使 用 的 纤维 的 横 
截面 图 示 , 包 括 蕊 、 内 壳 和 外 充 的 组 分 的 指示 .图 28D 描 绘 了 在 打印 后 交 联 检查 中 使 用 的 纤 
维 的 横 截面 图 示 , 包 括 芯 、 内 这 和 外 充 的 组 分 的 指示 ,在 片上 交 联 实验 中 生成 的 图 案 化 结构 
的 图 像 在 图 28B 中 摘 绘 ,并且 图 28C 示 出 了 图 28B 中 所 示 图 案 的 纤维 的 高 分 畴 率 图 像 。 在 打印 
后 交 联 实验 中 生成 的 图 案 化 结构 的 图 像 在 图 28E 中 描绘 ,并 且 图 28F 示 出 了 图 28E 中 所 示 图 
案 的 纤维 的 高 分 辩 率 图 像 。 如 在 高 分 辩 率 图 像 中 可 以 看 出 ,打印 保 真 度 对 于 在 片上 交 联 的 
纤维 表现 民 好 ,然而 在 打印 后 纤维 立即 散 开 。 相 有 反 , 打 印 后 交 联 实验 的 打印 保 真 度 似乎 相当 
差 ,但 仍 保持 F-F 粘 附 。 
[0321] 图 286 摘 绘 了 如 本 文 所 公开 的 从 内 向 外 4-0) 交 联 的 示例 性 说 明 。 如 图 所 示 , 蕊 中 
的 钙 向 外 扩散 (参见 方 框 箭头 ) 以 交 联 一 个 或 多 个 外 壳 层 。 进 行 比 较 实 验 以 评估 从 外 向 内 
(0-1) 交 联 纤维 与 I-0 交 联 纤维 相 比 的 F-F 粘 附 。 如 图 28H 所 示 , 与 I-0 交 联 纤维 (图 28I) 相 比 ， 
0-I 交 联 纤 维 表现 出 降低 的 F-F 粘 附 。 当 对 应 的 纤维 在 磷酸 盐 缓 冲 盐水 PBS) 中 时 , 拍摄 0-I 
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交 联 纤维 和 I-0 交 联 纤维 的 图 像 (分 别 为 图 28H 和 图 281) 。 如 图 所 示 ,I-0 交 联 可 改善 保 真 度 
和 组 织 完 整 性 。 
[0322] ”实施 例 5: 使 用 基于 细胞 的 方法 (MSC) 和 /或 低 FBR、 免 疫 保 护 外 过 生物 材料 在 小 动 
物 模 型 中 在 纤维 水 平 上 的 免疫 保护 
[0323] “将 PHI 纤 维 植 入 健康 的 免疫 活性 小 鼠 
[0324] ”将 由 不 同比 率 的 两 性 离子 汇 酸 盐 组 成 并 包含 原 代 人 胰岛 (PHI) 细胞 的 实心 蕊 、 单 
壳 纤 维 (C/S) 植 入 健康 B6 小 鼠 中 。 在 改 展 的 口服 和 葡萄糖 耐量 测试 (0GTT) 后 的 第 -3、7 和 14 天 
测量 血浆 C- 肽 (图 29) ,并 使 用 血糖 仪 测量 血糖 .数据 提示 两 性 离子 省 酸 盐 可 降低 FBR 并 改善 
纤维 功能 。 
[0325] “将 PHI 纤 维 植 入 糖尿 病 免疫 活性 小 鼠 
[0326] “将 由 不 同比 率 的 两 性 离子 藻 酸 盐 组 成 并 包含 PHI 细 胞 的 C/S 纤 维 植 入 糖尿 病 免疫 
活性 小 鼠 中 ,并 测量 血糖 .图 30A 说 明了 随手 术 后 天 数 变 化 测量 的 血糖 .数据 表明 两 性 离子 
修饰 可 帮助 降低 FBR。 
[0327] ”人 胰岛 纤维 在 STZ 诱 导 的 糖尿 病 B6 小 鼠 中 道 转 糖 尿 病 的 功效 

[0328] ”检查 了 生物 打印 的 C[/S 人 胰岛 纤维 ( 蕊 和 外 壳 中 的 未 修饰 漂 酸 盐 ) 在 免疫 活性 糖 
病 C57BLVZ6 小 鼠 中 恢复 正常 血糖 的 功效 。 通 过 腹膜 内 单 次 注射 高 剂量 STZ (200mg) 诱导 糖尿 
病 。 通 过 2X 血 糖水 平 >230mmol/L 证 实 糖 尿 病 , 图 31A- 图 31B 说 明了 在 长 期 反应 者 中 腹膜 内 葡 
萄 糖 耐量 测试 (IPGTT) 后 (西入 后 第 32-36 天 ) 的 血糖 测量 .原始 数据 在 图 31B 中 示 出 ,并且 | 
图 31B 的 数据 生成 的 平均 数据 在 图 31A 中 描绘 .对 于 实验 ,将 每 只 小 鼠 禁 食 6 小 时 并 经 由 IP 注 
射 施 用 2g/kg 葡 萄 糖 (西入 后 第 32-36 天 ) ,对 腿 是 相同 年 龄 的 非 糖 尿 病 小 鼠 ,数据 表明 生物 
打印 的 人 胰岛 组 织 植 入 物 在 控制 葡萄 糖 推 注 后 的 血糖 水 平方 面 是 有 效 的 。 
[0329] ”对 取 回 的 含 胰岛 的 纤维 离 体 进行 葡萄 糖 刺 激 的 胰岛 素 分 泌 (G6SIS) 测试 ,在 植 入 后 
约 80 天 取 回 纤维 ,来 自 三 只 代表 性 小 鼠 ( 即 ,从 所 述 小 鼠 取 回 的 纤维 ) 的 数据 在 图 32A- 图 32B 
中 描绘 .图 32A 说 明了 每 只 代表 性 小 鼠 的 刺激 指数 ,并 且 图 32B 说 明了 相对 于 浓度 的 总 c- 
肽 % .图 33A- 图 33C 描 绘 了 从 关于 图 32A- 图 32B 讨 论 的 代表 性 小 鼠 取 回 的 纤维 装置 的 活 / 死 
染色 ,小 鼠 #23 的 染色 在 图 33A 中 描绘 ,小 鼠 #25 的 染色 在 图 33B 中 描绘 ,并 且 小 妃 #26 的 染色 
在 图 33C 中 描绘 。 外 植 后 6SIS 表 明 来 自 小 鼠 #26 的 组 织 具 有 最 高 的 功能 .图 像 显示 ,尤其 是 在 
来 自 小 鼠 #25 的 组 织 周围 存在 更 多 的 纤维 化 蝇 。 因 此 ,数据 证 明了 FBR 与 功能 损失 之 间 的 某 
种 相关 性 。 
[0330] ”人 胰岛 纤维 在 STZ 诱 导 的 糖尿 病 NSG 小 鼠 中 道 转 糖 尿 病 的 功效 
[0331] ”检查 了 生物 打印 的 C[/S 人 胰岛 纤维 ( 蕊 和 充 中 的 未 修饰 党 酸 盐 ) 在 免疫 缺陷 型 糖尿 
病 小 鼠 中 恢复 正常 血糖 的 功效 ,通过 腹膜 内 单 次 注射 单 次 高 剂量 或 多 次 低 剂 量 的 STZ 诱 导 
糖尿 病 。 通 过 2X 血 糖水 平 >230mmol/L 证 实 糖 尿 病 。 图 34B 说 明了 随 个 体 小 鼠 植 入 后 天 数 变化 
的 个 体 小 鼠 的 随机 葡萄 糖 值 ,并 且 图 34A 示 出 了 来 自 图 34B 的 个 体 小 鼠 的 平均 数据 。 该 数据 
显示 几乎 所 有 动物 的 血糖 保持 在 正常 血糖 长 达 80 天 (3000 个 人 IEQ) 。 
[0332] ”在 植 入 后 第 36 天 和 第 39 天 (图 35A- 图 35B) 以 及 在 植 入 后 第 82 天 和 第 85 天 (图 35C- 
图 35D) 进行 葡萄 糖 耐量 测试 。 对 于 测试 ,使 每 只 小 鼠 禁 食 4 小 时 并 经 由 口服 管 饲 法 施用 2g/ 
kg 葡萄 糖 。 在 所 描绘 的 实验 中 ,对照 是 相同 年 龄 的 小 鼠 (缺乏 C/S 装 置 ) ,来 自 个 体 小 鼠 的 数 
据 在 图 35B 和 图 35D 中 示 出 ,并 且 平 均 数据 在 图 35A 和 图 35C 中 描绘 。 还 收集 血浆 用 于 GSIS 测 
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试 , 代 表 性 数据 在 图 36A- 图 36B 中 描绘 .图 36A 描 绘 72 天 和 植 入 后 90 天 

(0GTT 后 ) 的 随 浓度 变化 的 总 c- 肽 % 。 医 上 植 入 后 约 90 天 

(0GTT 后 ) 的 c- 肽 浓度 (pg/150k 个 细胞 ) 。 此 外 ,对 在 植 入 72 天 和 88 天 从 NS6G 小 鼠 取 回 的 纤 

维 装置 进行 活 / 死 染色 ,数据 在 图 37 中 示 EF 学 与 天 然 组 织 类 

似 。 

[0333] ”实施 例 6: 环 带 纤 维 的 打印 

[0334] 人 了 本 公开 的 环 宣 台 效 产 生 。 ,代表 性 的 环 带 纤维 

包括 内 蕊 、 含 细胞 层 ( 即 环 带 层 ) 和 外 売 。2 a 

绘 了 具有 原 代 人 胰岛 的 环 带 纤维 RNN 公开 的 泄 围 内 。 

环 带 纤维 可 用 RX1" 生 为 打印 机 (Aspect Biosystens. Vaneouver BC Canaga 条 本 .有 

维 生物 打印 系统 诸如 美国 临 

[0335] 尽 管 没有 具体 示 出 , 但 束 帯 2 A A 被 分 } 段 /分 y 隔 . 例如 , 环 带 

纤维 可 包括 环 带 层 即 , 含 细胞 层 MR 

存在 生物 材料 的 至 少 两 个 区 段 ,但 ,人 如 3 ds 5、6、 要 而 言 之 ,打印 

此 类 纤维 的 方法 可 包括 ,经 由 具有 通 FE ee 8 iio 在 全 细胞 的 环 带 层 

材料 与 无 细胞 的 环 带 层 材料 之 | 司 , 或 者 可 不 

同 。 

[0336] ”在 图 38 所 示 的 实施 侦 在 一 些 实例 

中 ,可 通过 涂 才 (例如 ,将 纤维 浸没 纤维 上 等 ) 

将 外 过 添加 到 本 公开 的 生物 纤维 中 K 皿 基 内 燃 

酸 或 其 他 聚合 材料 。 

[0337] ”实施 例 7: 与 心 -这 纤维 

[0338] ”该 实施 例证 明 , 与 包 封 在 集体 相 比 ， 
準 的 第 一 売 中 的 原 代 肝 # 功能 性 .图 

39A- 图 39B 描 给 了 生物 打印 纤维 的 权 9 胞 水 凝 胶 

忌 、 含 有 HepG2 外 胞 疾 的 内 売 居 元 层 组 成 .图 39B 表 示 与 图 39A 相 同 的 图 像 ,但 

具有 清楚 地 划分 不 同 层 的 标记 。 

[0339] 材料 和 方 法 

[0340] 活 / 死 区 光 染 色 

[0341] ”和 钙 黄 绿 素 -AM 是 可 用 于 确定 1 细胞 渗透 性 染料 。 

钙 黄 绿 素 -AM 是 一 种 非 菊 光 的 杀 1 Jt HON 活 细胞 中 ,在 乙 

儿 征 基 栈 被 细胞 内 酯 酶 水 解 后 , 钨 黄 绿 邓 AM 转 色 茨 光 的 6 黄 绿 

素 . 细 胞 可 以 是 活 染 了 

[0342] ”硬化 内 啶 (PI) 是 一 和 胞 ,因此 其 可 用 

于 检测 群体 中 的 死 细胞 。 

[0343] Hoechst 33342 是 一 ND OE 细胞 可 渗透 

的 并 且 可 结合 活 细 胞 和 死 细 胞 活 中 较 低 , 因 为 


染料 通过 膜 的 效率 较 低 。 


[0344] 


对 于 染色 程 


序 ,最 终 Hoechst 谱 度 为 20kg/mL , 


最 终 钙 黄 绿 素 -AM 浓 度 为 5.33hM ,并 
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且 最 终 PI 淡 度 为 15ug/mL。 将 纤维 置 于 24 孔 板 中 ,使 得 它们 被 含有 染色 剂 的 介质 履 盖 。 选 择 
种 纤维 作为 死 对 照 ,对 于 该 纤维 ,去 除 培 养 茜 并 添加 300pL 70% 乙 醇 ,并 在 37C 和 5%C0， 
下 孵育 30 分 钟 以 杀 死 该 死 对 照 .向 剩余 的 纤维 中 诡 加 300hL 染 色 混 合 物 。 将 测试 纤维 在 37C 
和 5%C0。( 避 光 ) 下 财 育 30 分 钟 。 使 用 ZeissAxio 观 察 显微镜 (Jana,Germany) 对 组 织 进行 成 
像 。Hoechst 的 设置 (385 处 激发 ,465 处 发 射 ) ,PI 的 设置 (567 处 激发 ,572 处 发 射 ) , 钙 黄 绿 素 - 
AM 的 设置 (475 处 激发 ,509 处 发 射 ) 。 

[0345] ”阿尔 玛 蓝 测定 
[0346] “ 刃 天 青 的 最 大 吸光 度 为 605nm ,并且 试 而 灵 的 最 大 吸光 度 为 573nm。 奖 光 或 吸光 度 
可 用 于 记录 结果 ;然而 ,荧光 是 优选 的 方法 ,因为 它 更 灵敏 。 

[0347] “ 刃 天 青 可 穿 透 细胞 ,在 细胞 中 它 被 还 原 成 欧 光 试 钢 灵 , 这 可 能 是 几 种 不 同 氧化 还 
原 酶 作用 的 结果 。 获 光 试 正 灵 染料 可 扩散 出 细胞 并 回 到 周围 介质 中 。 从 快速 生长 的 细胞 收 
获 的 培养 基 不 减少 刃 天 青 。 对 各 种 肝 亚 细胞 级 分 的 能 力 的 分 析 表 了 明 , 刃 天 青 可 被 线粒体 酶 、 
哗 和 微粒 体 酶 还 原 。 

[0348] ”不同 细胞 类 型 将 为 天 青 还 原 为 试 商 灵 的 能 力 根据 细胞 系 的 代谢 能 力 和 与 试剂 ! 
育 的 时 间 长 度 而 变化 。 对 于 大 多 数 应 用 ,1 至 4 小 时 的 脖 育 期 是 足够 的 ,然而 对 于 3D 组 织 , 需 
要 24 小 时 -48 小 时 。 
[0349] ”添加 阿尔 玛 蓝 至 终 浓度 为 10% (440pM 储 备 溶液 ) .将 样品 财 育 确定 的 时 间 段 (2D 培 
养 为 1-4 小 时 ,3D 培 养 为 24-48 小 时 ) 。 然 后 收集 培养 基 并 储存 在 -20C ,为 了 进行 测定 ,取出 
样品 并 将 测试 样品 .阳性 和 阴性 对 照 的 等 分 试 样 (50uL) 转移 至 96 孔 平底 透明 板 中 。 在 读 板 
咒 上 读 板 .吸光 度 :570nm, 参 比 600nm。 严 光 (这 是 优选 的 ,因为 它 更 准确 ) :激发 530-570nm， 
发 射 580-620nm .为 了 计算 结果 ,从 实验 样品 和 对 照样 品 中 减 去 平均 相关 背景 对 有 照 。 绘 制 每 


mI 


浸 


W 是 


ン 


个 样品 的 平均 值 ,更 高 浓度 的 试 砚 灵 提 示 更 多 的 细胞 增殖 。 
[0350] ”有 白 重 白 和 尿 系 产生 测定 
[0351] ”根据 制造 商 的 说 明 书 进行 白 蛋 和 白 ( 人 日 蛋 EA ) 剂 盒 ,目录 与 :ap179887; 


Abcam,Cambridge,UK) 和 尿素 产生 测定 (QuantiChro mm 尿素 测定 试剂 盒 ,目录 号 :DIUR- 
100;BioAssay Systems ,Hayw ard,CA) 。 

[0352] ”结果 
[0353] ” 原 代 人 肝 细 胞 (PHH) 的 生存 力 显 示 在 环 带 纤维 中 与 已 - 讽 纤维 相 比 有 所 改善 图 
40A 摘 绘 了 在 打印 后 第 1 天 和 第 4 天 心 壳 和 环节 纤维 的 活 ( 钙 黄 绿 素 AMW / 死 (催化 两 啶 ) 染色 。 
图 像 显 示 与 环 带 纤 维 相 比 , 芯 壳 纤维 中 的 细胞 生存 力 较 低 。 使 用 阿尔 玛 蓝 (Thermo 
Fisher,Waltham,MA) (一 种 检测 代谢 活性 细胞 的 无 毒 试剂 ) 定量 忆 壳 纤维 和 环 带 纤维 中 乡 
胞 的 代谢 健康 ,数据 在 图 40B 中 描绘 ,如 可 以 看 出 的 , 环 带 纤维 中 细胞 的 代谢 健康 大 于 蕊 壳 
纤维 的 细胞 。 
[0354] ”还 检查 了 芯 充 纤维 与 环 带 纤维 中 细胞 的 功能 ,与 芯 充 纤维 相 比 , 环 沉 纤维 中 白 蛋 
白 产生 增加 (图 400) ,并 且 与 忆 壳 纤维 相 比 ,在 环 带 纤维 中 氨 解 毒 更 大 (图 40D) 。 综 合 图 39A- 
图 40D 的 数据 证 明 ,与 忌 壳 纤维 相 比 , 环 带 纤维 中 的 细胞 生存 力 和 功能 得 到 改善 。 
[0355] ”实施 全 8: 心 和 /或 帝 材 料 的 分 段 /分 隔 
[0356] ”该 实施 例 展 示 了 在 本 公开 的 忆 - 壳 纤维 的 生成 期 间 的 材料 转换 。 心 - 壳 纤 维 在 该 具 
体 实 施 例 中 用 作 代表 性 实例 ,但 该 概念 适用 于 其 他 纤维 ,例如 本 公开 的 环 带 纤维 。 
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[0357] ”图 41A 描 绘 了 本 公开 的 心 - 壳 纤维 的 示例 性 图 示 , 其 中 心 由 第 一 心材 料 (心材 料 A) 
和 第 二 心材 料 ( 忌 材 料 B) 组 成 ,并 且 其 中 碗 由 第 一 壳 材 料 ( 売 材 料 )) 和 第 二 充 材 料 ( 売 材料 
B) 组 成 。 可 以 理解 ,图 41A 意 在 为 说 明 性 的 ,并 且 在 本 公开 的 范围 内 , 心 可 包括 任何 数量 的 不 
同 区 段 , 和 /或 外 壳 可 包括 任何 数量 的 区 段 。 在 一 些 实施 方案 中 , 心 可 包括 至 少 两 个 区 段 ,而 
壳 可 由 单个 区 段 组 成 。 虽 然 没 有 明确 示 出 ,但 类 似 的 逻辑 适用 于 本 公开 的 环 审 纤维。 例如 ， 
环 带 纤维 可 包括 以 下 中 的 一 者 或 多 者 :1) 具有 任何 数量 的 区 段 的 实心 必 ,2) 具有 任何 数量 
的 区 段 的 环 市 层 , 和 3) 具有 任何 数量 的 区 段 的 外 壳 层 , 在 一 些 实施 方案 中 , 环 市 纤维 的 环 带 
屋 可 以 赴 分 段 的 , 面 外 売 和 / 或 芯 可 以 不 人 。 环 市 层 可 包含 生物 材料 即 细胞 ) 。 
[0358] ”图 41B 摘 绘 了 其 中 外 这 由 两 种 不 同 材 料 组 成 的 蕊 -这 纤维 的 实际 图 像 。 出 于 说 明 的 
目的 ,将 第 一 视觉 指示 右 和 第 人 右 分 别 并 入 到 第 一 材料 和 第 二 材料 中 ,以 便 能 够 
看 到 外 壳 中 的 不 同 材料 .如 图 41B 中 可 以 看 出 的 ,纤维 包括 两 种 不 同 的 过 材料. 图 41B 所 描绘 
的 过 程 可 在 单个 纤维 中 重复 任意 次 ,这 取决 于 应 用 .在 实施 方案 中 ,一 种 材料 可 包含 生物 材 
料 (例如 细胞 ) ,而 男 一 种 材料 可 不 含 生物 材料 。 
[0359] ”图 41C 摘 绘 了 其 中 实心 蕊 由 两 种 不 同 材料 组 成 的 蕊 - 壳 纤 维 的 实际 图 像 ,类 似 于 关 
于 图 41B 所 讨论 的 ,用 于 制备 图 41C 所 描绘 的 蕊 -这 纤维 的 方法 可 重复 任意 次 .在 实施 方案 
中 ,一 种 材料 可 包含 生物 材料 (例如 细胞 ) ,而 男 一 种 材料 可 不 含 生物 材料 。 
[0360] ”虽然 未 明确 说 明 ,但 材料 转换 的 过 程 可 应 用 于 心 和 外 层 在心- 过 纤维 的 情况 让) 
两 者 ,或 应 用 于 必 和 / 或 一 个 或 多 个 层 (例如 ,在 环 带 纤维 的 情况 下 环 带 层 和 /或 外 壳 层 ) 。 
[0361] ”虽然 出 于 清晰 理解 的 目的 ,上 述 发 明 已 通过 图 解 和 实例 证 细 地 摘 述 ,但 是 本 领域 
普通 技术 人 员 鉴 于 本 发 明 的 教 示 容易 地 明白 ,可 以 在 不 背离 所 附 权利 要 求 书 的 精神 或 范围 
的 情况 下 作出 某 些 变化 和 修改 。 
[0362] ”因此 ,以 上 仅仅 说 明 本 发 明 的 原理 。 应 理解 ,本 领域 技术 人 员 将 能 够 设计 各 种 布 
置 ,这 些 布置 尽管 未 在 本 文中 明确 描述 或 示 出 ,但 是 它们 体现 本 发 明 的 原理 并 且 包 括 在 其 
精神 和 范围 内 .此 外 ,本 文 所 叙述 的 所 有 实施 例 和 条 件 语 言 主 要 意图 帮助 读者 理解 本 发 明 
的 原理 和 由 发 明 人 提供 的 促进 技术 的 构想 ,并 且 应 解释 为 不 对 此 类 具体 叙述 的 实施 例 和 条 
件 构 成 限制 。 此 外 ,本 文中 叙述 本 发 明 的 原理 和 方面 以 及 其 具体 实施 例 的 所 有 陈述 都 意图 
涵盖 其 结构 等 效 物 和 功能 等 效 物 两 者 .另外 ,意图 是 此 类 等 效 物 包括 目前 已 知 的 等 效 物 和 
未 来 开发 的 等 效 物 , 即 不 管 结构 如 何 ,开发 的 执行 相同 功能 的 任何 元 件 . 因 此 ,本 发 明 的 范 
围 不 意图 限于 本 文 所 示 和 描述 的 示例 性 方面 .而 是 ,本 发 明 的 范围 和 精神 由 所 附 权 利 要 求 
来 体现 。 
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